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Entzündungsprozesse sind auf ein komplexes und bis ins Detail abgestimmtes 
Zusammenspiel der extrazellulären Matrix und verschiedenster Zelltypen 
angewiesen. Aus dem peripheren Blutkreislauf können Leukozyten über einen 
kaskadenartigen Mechanismus in das Entzündungsgebiet zum Ort des 
Geschehens gelangen. Aktivierte mikrovaskuläre Endothelzellen spielen bei der 
Regulation der Immigration ins Gewebe eine zentrale Rolle. Das 
Adhäsionsmolekül Thy-1 auf aktivierten mikrovaskulären EC bindet 
Entzündungszellen über eine Interaktion mit MAC-1 (CD11b/CD18) an das 
Endothel und dient in seiner Eigenschaft als Adhäsionsmolekül. Um potentiell  
anti – inflammatorisch wirkende Substanzen zu testen, sollte ein Modell unter 
Nutzung der Eigenschaft des Thy-1 als Adhäsionsmolekül entwickelt werden. Im 
ersten Schritt konnte der bekannte Adhäsionsunterschied zwischen gesunden und 
aktivierten PMNC an das Thy-1 reproduziert werden. Anschließend wurde geprüft 
ob die Fähigkeit von PMNC zur Adhäsion an das Thy-1 als ein experimentelles 
Modell genutzt werden kann, um Substanzen in vitro auf ihre anti - 
inflammatorische Wirkung zu prüfen. Dazu wurde die Adhäsion von PMNC an das 
Thy-1 in Anwesenheit der bekannten anti - inflammatorisch wirkenden Substanzen 
 
 
Dexamethason, Solu-Decortin H und Hydrocortison untersucht. Es zeigte sich ein 
konzentrationsabhängiger, adhäsionshemmender Effekt der Substanzen auf die 
Adhäsion von PMNC an das Thy-1. Die Stimulation der PMNC mit FMLP sollte 
eine entzündliche Situation imitieren. Auch hier konnte die bekannte 
adhäsionshemmende Wirkung dieser Substanzen auf die Adhäsion von PMNC an 
das Thy-1 nachgewiesen werden. Dieses in vitro Modell bietet somit die 
Möglichkeit, zeitsparend und kostengünstig als neue Testmethode zum 
Vorscreenen neuer anti – inflammatorischer Substanzen genutzt zu werden.  
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ADP    Adenosindiphosphat 
AK    Antikörper 
AMP    Adenosinmonophosphat 
AP1    Aktivierungs-Protein 1 
ATP    Adenosintriphosphat 
BSA    Rinderserumalbumin (bovine serum albumine) 
cAMP    Cyclisches Adenosinmonophosphat 
cDNA    complementary DNA, komplementäre DNS 
cGCR    zytosolischer Glukokortikoidrezeptor 
cPLA2   zelluläre Phospholipase A2 
CD-Antigene   Clusters of Differentiaton 
CDK-Inhibitor 1  Inhibitor cyclin-abhängiger Kinasen, auch: p21 
CFU-GEMM   colony stimulating factor for granulocytes,  
    erythrocytes, monocytes, megacaryozytes 
CHO    Chinese hamster ovary cells 
CHO.Thy1   Thy-1-transfizierte Chinese hamster ovary cells 
CHO.vec   vektor-transfizierte Chinese hamster ovary cells 
COX    Cyclooxygenase 
CR-3    Komplement - Rezeptor 
CRP    C-reaktives Protein 
CXCL8   Interleukin 8 (IL-8) 
DAG    Diacylglycerol 
DMEM   Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMF    Dimethylformamid 
DNA    Desoxyribonukleinsäure (desoxy ribonucleic acid) 
DTAF    Dichlorotriazinylaminofluorescein 
E-α1PI   Elastase-α1-proteinase-Inhibitor 





EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure 
EGF     epidermal growth factor 
ER    endoplasmatischen Retikulum 
EZM    Extrazelluläre Matrix 
FACS    fluorescence activated cell sorter 
FB    Fibroblasten  
FKS    fetales Kälberserum 
FMLP    N-formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin 
G-CSF   Granulocyte colony stimulating factor 
GDP    Guanosindiphosphat 
GM-CSF   Granulo-Monocyte colony stimulating factor 
GPCR   G-protein-coupled receptor 
GPI    Glycosyl-phosphatidyl-inositol 
GRE    glucocorticoid-responsive element 
GTP    Guanosintriphosphat 
HEPES   4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsäure 
HLA    humanes Leukozytenantigen  
HS    Heparansulfat 
HSP    Hitzeschockprotein 
HTS    High-Throughput-Screening, Hochdurchsatz-Screening 
HWZ    Halbwertzeit 
ICAM    intercellular cell adhesion molecule 
IFN    Interferon 
Ig    Immunglobulin 
IGF-1R   Insuline-like growth factor type 1 receptor 
IgSF    Immunglobulin Superfamilie 
IL    Interleukin 
IL-1R1   Typ-1-IL-1-Rezeptor 





IP    Interferon-γ-induziertes Protein  
IP-10    IFN- γ -inducible protein-10 
IRAK    IL-1R-assoziierten Kinase 
JAM    junctional adhesion molecule 
kD    kilo-Dalton 
LAD    Leukozytenadhäsionsdefekt 
LFA    Lymphozytenfunktion-assoziiertes Antigen, leukocyte  
    function-associated antigen  
LPS    bakterielle Lipopolysaccharide 
LT    Leukotrien 
mAK    monoklonaler Antikörper 
mGCR   membranständiger Glukokortikoidrezeptor 
MAC    membran attack complement 
MAC-1 (CD11b/CD18) Makrophagen-1 Antigen (Integrin αMβ2)  
MadCAM   mucosal vascular addressin cell adhesion molecule 
MAPKKK   Mitogen-aktivierten Kinase-Kinase-Kinase 
MCP    monocyte chemoattractant protein 
MHC    Major Histocompatibility Complex 
MIG    Monokine induced by γ-Interferon, CXCL9 
MIP    macrophage inflammatory protein 
MLC    Myosin-Leichtkette 
MLCK    Myosin-Leichtketten-Kinase  
MMP-9   Metalloproteinase-9 
MW    Molekulargewicht (molecular weight) 
MyD88   myeloisches Diffenerzierungs-Primärantwort-Gen88  
nGRE    negative glucocorticoid responsive element 
NADH-Dehydrogenase  Nicotinamidadenindinukleotid-Dehydrogenase 
NCAM   neuronal cell adhesion molecule 





NF    Normalfibroblasten 
NF-ϰB   nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated 
    B-cells, spezifischer Transkriptionsfaktor 
NK    natural killer  
NO    Stickstoffmonoxid 
NOS    Stickstoffmonoxid-Synthase, kurz NO-Synthase 
PAF    platelet activating factor 
PASI    Psoriasis Area and Severity Index 
PBMC   mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (Peripheral 
    Blood Mononuclear Cell)  
PBS    phosphatgepufferte Kochsalzlösung 
    (phosphate buffered saline) 
PC    Phosphatidylcholin 
PECAM   platelet/endothelial cell adhesion molecule 
PG    Prostaglandin   
PLA2    Phosphatidylcholin-2-acylhydrase, Phospholipase A2 
PLCß    Phospholipase Cß 
PMN    isolierte neutrophile Granulozyten, polymorph-nucleär 
PMNC   Polymorphnukleäre Leukozyten  
P/O Quotient   Verhältnis von gewonnenem ATP zu verbrauchtem 
    Sauerstoff, mol ATP gebildet/mol O verbaucht 
PSGL    P-Selektin glycoprotein ligand 
PtdIns (4,5) P2  Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 
RANTES   regulated on activation, normal T cell  
    expressed and secreted 
RAS    Proto-Onkogen, (Rat sarcoma) 
RHO    Subfamilie der kleinen GTP-asen 
RHO-GTPasen   (Ras homologue) Superfamilie der kleinen GTPasen 





RPMI    Roswell Park Memorial Institut 
SA    Streptavidin 
SCID    schwerer kombinierter Immundefekt (severe combined 
    immunodeficiency)  
Src    Chaperon Src 
TBS    Tris-gepufferte Kochsalzlösung (tris buffered saline) 
TFPI    Tissue Factor Pathway Inhibitor 
TGF    transforming growth factor 
Thy-1    Thy-1 cell surface Antigen, CD90  
TIRAP   Toll/IL-1-Rezeptor-Accessoire Protein, oder MAL 
TNF    tumor necrosis factor 
TNFR    TNF-Rezeptor 
TNS    Trypsin Neutralizing Solution 
TRADD   TNFR-assoziiertes Todesdomäne-Protein 
TRAF    TNFR-assoziiertem Faktor 
VCAM   vascular cell adhesion molecule 
VEGF    Vascular endothelial growth factor 
VLA    very late antigen 
vWF    Von-Willebrand-Faktor 
WPK    Weibel-Palade-Körperchen, (Weibel-Palade bodies- 
    WPB) 





1.  Einleitung  
1.1.   Die Entzündungsreaktion 
Der Organismus Mensch ist jederzeit einer großen Vielfalt und Variabilität von 
Einflüssen und Reizen ausgesetzt. Hierbei ist von besonderer Bedeutung, welche 
Pathogenität und Virulenz vom infizierenden Organismus ausgeht und welche 
Disposition, Empfänglichkeit der Mensch dafür mitbringt, bzw. welche 
Mechanismen der spezifischen und unspezifischen Abwehr des Menschen zur 
Verfügung stehen. Werden Zellen durch mechanische Einflüsse (Reibung, Druck, 
Fremdkörper, Traumata), chemische Substanzen, physikalische Faktoren 
(Strahlung, Temperatur), Mikroorganismen oder autogene Reize 
(Gewebsnekrosen, Tumorzellen) geschädigt, werden Noxen freigesetzt, welche 
Veränderungen im Flüssigkeitshaushalt und in vaskularisierten Geweben 
bedingen.  Es kommt zur Ansammlung von Flüssigkeit, Elektrolyten, 
Plasmaproteinen und Leukozyten im extravaskulären Raum. A. Cornelius Celsus, 
römischer Enzyklopädist 25 v. Chr. bis 50 n. Chr., beschrieb als Erster die vier 
Kardinalsymptome der Entzündung: Rubor, Calor, Tumor, Dolor. Als 5. 
Kardinalsymptom ist die Functio laesa zu nennen. Die Entzündungsreaktion wird 
in seiner Gesamtheit durch das Bindegewebe, die Blutgefäße und das 
Immunsystem unterhalten. Sie stellen protektive Mechanismen dar, welche 
Ursachen der Gewebsschädigung verdünnen, isolieren und eliminieren. 
Gewebedefekte können repariert werden. Durch die mögliche Beteiligung 
immunpathologischer Mechanismen können zelluläre und humorale 
Immunreaktionen ausgelöst werden, welche bedeutend in die Schwere und 
Verlaufsform der Entzündungsreaktion eingreifen.  
 
1.1.1.   Lokale Entzündungsreaktion 
1.1.1.1.  Lokal aseptische Entzündungsreaktion 
Die Alteration von Zelle oder Gewebe führt zur Umwandlung der 
Stoffwechselsituation. Es entsteht ein Schädigungsstoffwechsel, welcher durch 
Ischämie und Lipidperoxidase, bzw. intrazellulär durch beschleunigte 




Aus geschädigten Zellen werden Mediatoren freigesetzt, welche z.T. über 
Rezeptoren hormonähnlich wirken und die Entzündungsreaktion unterhalten: 
Adenosin bewirkt im Entzündungsherd eine Durchblutungsförderung durch 
Erweiterung von Arteriolen. 
Prostaglandine bewirken neben ihrer chemotaktischen Wirkung eine Kontraktion 
der Venolen (v.a. PGF2). Hierdurch resultiert eine Blutstauung (Stase), Hyperämie 
(Rubor) und Sensitivitätserhöhung sensibler Nerven (Dolor). Durch die 
Endothelzellkontraktion können im Entzündungsherd Blutplasma und 
Plasmaeiweiße in den Extrazellularraum um die Zellen einströmen (Tumor).  
Leukotriene besitzen chemotaktische Eigenschaften. Sie entstehen über den 5-
Lipoxygenase-Weg aus Arachidonsäure. 
Oligopeptide wirken als starke chemotaktische Verbindungen. Hier sind v.a. 
Methionin-haltige Tripeptide von Bedeutung, welche durch Endothelerweiterung 
für das Einwandern neutrophiler Granulozyten maßgeblich verantwortlich sind.  
Aus dem Blutplasma werden weitere vaskuläre Mediatoren freigesetzt. Sie 
gelangen durch Stase und Spalterweiterung zwischen Endothelzellen in den 
Entzündungsherd. Zu ihren wichtigen Komponenten zählen Gerinnungssystem, 
Wachstumsfaktoren und hauptsächlich das Komplement- und Kinin System: 
Durch Aktivierung des Komplementsystems kommt es unter Einbezug der 
Komponenten 1 – 9 und partieller Proteolyse zu biologisch aktiven Komplexen. 
Unter Einbeziehung der Komplementproteine C5b, C6, C7, C8 und C9 wird im 
Fremdorganismus (v.a. Bakterien) eine Pore ausgebildet, welche den Einstrom 
von Ionen und Wasser ermöglicht und somit unweigerlich zur Zelllyse führt.  
Die Leber bietet dem Organismus ebenfalls eine Menge verschiedenster Proteine, 
welche für den Entzündungsprozess entscheidend sind. Von besonderer 
Bedeutung ist das Kininogen. Aus Präkallikreinen verschiedener Gewebe und 
Blutplasma entstehen Kallikreine. Diese Proteasen setzen aus Kininogen 
Bradykinin (Plasmakallikrein) bzw. Kallidin (Gewebskallikreine) frei. Durch die 





Bradykinin führt zu einer Senkung der Schmerzschwelle. Es kommt zum 
Schmerzempfinden und zur Functio laesa. Durch Kontraktion der Venolen und 
einer Zwischenzellspalterweiterung des Kapillarendothels kommt es zur Bildung 
eines Wundödems. 
Die Terminierung einer Entzündungsreaktion wird in der ersten Phase durch 
Enzyme im Exsudat und durch Wachstumsfaktoren gewährleistet. Es kommt zum 
Einwachsen von Bindegewebe und zur Ausbildung einer biologischen Barriere: 
Fibroblasten lagern sich in der Zone zwischen gesundem Gewebe und 
Entzündungsbereich an. Durch freigesetzte Wachstumsfaktoren kommt es zur 
Proliferation von Fibroblasten und Ausbildung von Endothelzellen (Kapillaren) und 
Fibrozyten. Es entsteht belastbares, kapillarisiertes Granulationsgewebe, welches 
die Resorption von Zelltrümmern und Exsudat ermöglicht. Um leistungsfähiges 
Granulationsgewebe bilden zu können, spielt eine ausgewogene Ernährung eine 
außerordentliche Rolle. Eine ausreichende Zink- und Eiweißbereitstellung zur 
Abgrenzung des Entzündungsherdes, Vitamin C zur Kollagenbildung, Vitamin A 
zur Epithelialisierung ist ebenso wichtig wie Selen zur Hemmung von 
Entzündungsgenen. Im Verlauf kommt es zur Umwandlung von Fibroblasten in 
Fibrozyten. Fibroblasten besitzen die Fähigkeit Kollagen auszubilden. Es bildet 
sich die weiße Narbe mit kollagenem Bindegewebe. Wachstumsfaktoren und 
Exsudat fördern das Wachstum von Epithelzellen, welche bei Haut- und 
Schleimhautentzündungen die Narbe decken.  
 
1.1.1.2.  Lokal septische Entzündungsreaktion 
Eine Aktivierung neutrophiler Granulozyten und Wachstumsfaktoren führt zur 
Bildung von Eiter. Eiter besteht aus Wundsekret mit Granulozyten, 
Gewebstrümmern, Bakterien, Komplement und Kininen. Durch Chemotaxis 
wandern Leukozyten aus dem Blut über das Kapillarendothel in den 
Entzündungsbereich. Prostaglandine, Leukotriene, Oligopeptide und 
Komplementfaktoren 3a und 5a binden als leukotaktische Verbindungen schon bei 
niedriger Konzentration an Leukozytenrezeptoren an. Es kommt durch 
Polarisierung zur Ausrichtung des kontraktilen Zytoskeletts. Dieser Mechanismus 




bei steigender Konzentration Zelltrümmer und Bakterien phagozytieren zu 
können. Es kommt zur Freisetzung von Leukozytenenzymen wie z.B. 
Glycosidasen, Kollagenasen und polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten-
Elastasen aus neutrophilen Granula.  Schlüsselreiz für die Freisetzung von 
Hydrolasen aus neutrophilen Granula stellt  die unspezifische Phagozytose und 
die Phagozytose von Immunkomplexen dar. Die septische Entzündung wird 
einerseits durch die lytische Einwirkung des MAC durch das Komplement, 
andererseits durch Bildung von Natriumhypochlorid und Wasserstoffperoxid 
(Myeloperoxidase-Reaktion) aus Leukozyten terminiert.  
 
1.1.2.    Systemische Entzündungsreaktion 
Die systemische Entzündungsreaktion ist gekennzeichnet durch die Ausschüttung 
von Zytokinen durch Leukozyten. Durch ihre Freisetzung kommt es zur Mitreaktion 
des Gesamtorganismus. Es kommt zu Fieber, erhöhter Blutsenkung, Leukozytose, 
Anämie und Bildung von Akute-Phase-Proteinen. Des Weiteren führen Zytokine, 
Prostaglandine und Leukotriene zur Umstellung des geschädigten Organismus in 
einen sogenannten Postaggressionsstoffwechsel. 
 
1.1.2.1. Fieberreaktion 
Endotoxine und Immunkomplexe stimulieren Leukozyten und Makrophagen. Es 
kommt in Folge zur Produktion von Zytokinen wie z.B. Interleukin I. Interleukin I 
gelangt über den Blutkreislauf zu Endothelzellen im Bereich hypothalamischer 
Neurone. Hier bewirkt es eine erhöhte Synthese von PGE2, das wiederum für eine 
Produktion von Neurotransmittern (wie Katecholamine, Serotonin und 
Somatostatin) aus hypothalamischen Neuronen verantwortlich ist. Durch 
Neurotransmitter kommt es zur verstärkten Wärmebildung und verminderten 






1.1.2.2. Blutkörperchen Senkungsgeschwindigkeit 
Bei einer akuten Entzündung ändert sich das Sedimentationsverhalten von 
Erythrozyten dahingehend, dass es zur Änderung der Ladung und 
Zusammensetzung der Blutplasmaeiweiße kommt. Im Elektropherogramm kann 
eine Abnahme von Albumin und Zunahme der α-1- und α-2-Globulinfraktionen 
bestimmt werden. Die Blutsenkungsgeschwindigkeit erhöht sich.  
 
1.1.2.3. Leukozytose und Anämie 
Durch Entzündungsprozesse kommt es im menschlichen Organismus zur 
Zunahme neutrophiler Granulozyten, v.a. zu einer Leukozytose mit typischer 
Linksverschiebung. Die Leukozyten setzen verstärkt Zytokine frei, welche das 
Knochenmark sowohl anregen neutrophile Granulozyten auszubilden, als auch die 
Erythropoese zu drosseln. Bei chronischen Infektionen kommt es zu einer 
Hemmung der Erythropoese, d.h. Anämie. Hier überwiegen Zytokine wie IL-2, 
TGF-β, TNF-α. Zu einer Leukozytose kommt es durch Überwiegen von Zytokinen 
wie GM-CSF, G-CSF oder CFU-GEMM. 
 
 1.1.2.4. Proteine als Entzündungsmarker 
Für die Einschätzung und Prognose einer Entzündungsreaktion sind eine Reihe 
von Entzündungs- und Sepsismarker richtungsweisend. Hierbei kann man positive 
und negative Reaktanten beobachten. 
Durch einen generalisierten Entzündungsprozess kommt es aufgrund einer 
Verbrauchskoagulopathie zur Abnahme der Gerinnungsproteine im Blutplasma 
und ebenso zur Abnahme von Anti-Akute-Phase-Proteinen.  
Positive Reaktanten, d.h. eine Konzentrationszunahme, sind bei 
Entzündungsmarkern (organspezifische Enzyme, Procalcitonin, PLA2, Fibronectin, 
Leukozyten-Elastase), Sepsismarkern (Zytokine wie IL-6, IL-8, TNF-α und 
Lipopolysaccharid-Bindungsprotein) und Immunglobulinen zu verzeichnen. Kommt 




Blutplasma die γ-Globuline durch Synthese in Plasmazellen. Von besonderer 
Bedeutung ist jedoch der Konzentrationsanstieg von Akute-Phase-Proteinen. 
 
1.1.2.4.1. Akute-Phase-Proteine 
Innerhalb von 6-48 Stunden nach einer lokalen Entzündungsreaktion ist es der 
Leber möglich, durch die vermehrte Freisetzung von IL-6, IL-1 und TNF-ß aus 
aktivierten neutrophilen Granulozyten, Akute-Phase-Proteine freizusetzen. Zu den 
Akute-Phase-Proteinen zählen CRP, Fibrinogen, α-1-saures Glykoprotein, 
Antiproteinasen, Coeruloplasmin und Haptoglobin. 
Bei akuten Entzündungen werden positive Reaktanten vermehrt gebildet. 
Präalbumin, Albumin und Transferrin nehmen hingegen ab. Es kommt zu einer 
Zunahme der α-1-Globulinfraktion v.a. durch Anstieg von α-1-saurem Glykoprotein 
und α-1-Antitrypsin (Antiproteinase, welche freigesetzte Leukozyten-Proteinasen 
aus einem Entzündungsherd bindet und dadurch deren systemische Wirkung 
behindert). Der Anstieg der α-2-Globulinfraktion ist v.a. durch eine Zunahme von 
α-2-Makroglobulin, Coeruloplasmin und Haptoglobin zu verzeichnen. Des 
Weiteren vermindert sich bei einer akuten Entzündungsreaktion Albumin. 
Chronische Entzündungen sind durch ein vermindertes Albumin bei erhöhtem γ-
Globulin charakterisiert [1]. 
 
 
Abb.1: Typische Serumproteinelektrophorese-Registrierungen 





Ein Postaggressions-Stoffwechsel ist durch einen katabolen Stoffwechsel der 
Organzelle gekennzeichnet. Er wird v.a. durch Prostaglandine, Leukotriene und 
Zytokine ausgelöst. Kommt zu einem Postaggressions-Stoffwechsel Fieber hinzu, 
spricht man von einem katabolen Hypermetabolismus. Durch die Wirkung von 
Entzündungsmediatoren kommt es zur Zentralisierung des Kreislaufs mit Hypoxie, 
Adenosinfreisetzung und Radikalbildung. Hierauf wird Milchsäure und 
Hypoxanthin gebildet, die u.a. Aufschluss über die Prognose der systemischen 
Entzündung geben können. Es lassen sich drei Phasen des Postaggressions-
Stoffwechsels unterscheiden: Aggressions-, Postaggressions- und 
Reparationsphase.  
 
1.1.2.5.1. Die Aggressionsphase 
Die Aggressionsphase beschreibt einen Zeitraum der ersten 12-24 Stunden direkt 
nach Trauma während Infektionskrankheiten und Sepsis. Durch die Aktivierung 
des Sympathikus kommt es zur massiven Freisetzung von Stresshormonen wie 
Glucagon, Kortison und Katecholamine. Diese Fluchtreaktion führt zur Hemmung 
der Insulinproduktion. Es entsteht Insulinmangel. Um eine weitere 
Glukoseversorgung der Organe gewährleisten zu können, wird die 
Glukoneogenese gefördert und Glukose aus vorhandenen Glykogenreserven 
genutzt. Somit können auf Glukose angewiesene Energieverbraucher (z.B. 
zentrales Nervensystem, Nierenmark, Blutzellen) weiterarbeiten. Andere Organe 
wie z.B. die Muskulatur, die keinen Energieträger Glukose benötigen, entwickeln 
eine Insulinresistenz und nutzen als Energielieferant freie Fettsäuren aus 
gesteigerter Lipolyse. Es entsteht eine negative Stickstoff-Bilanz und ein erhöhter 
Energieumsatz = kataboler Hypermetabolismus.  
 
1.1.2.5.2. Postaggressionsphase 
In dieser katabolen Phase herrscht ein gesteigerter Ruheumsatz. Sie schließt sich 




Akutphase vollständig verbraucht, so dass der Körper durch Lipolyse von 
Triglyceriden Glukose generiert. Zusätzlich muss er auf Aminosäuren aus der 
Muskulatur oder andere Eiweiße des Körpers als Energielieferant  zurückgreifen. 
Es kommt zum Körpersubstanzverlust. Die Insulinproduktion wird durch anti-
insulinäre Hormone weiter gehemmt.  
 
1.1.2.5.3. Reparationsphase 
Durch Rückgang der Ausschüttung von Stresshormonen und des 
Hypermetabolismus pegeln sich Substratwerte im Blut wieder ein und fallen auf 
normale Spiegel zurück. Eine Insulinproduktion kann stimuliert werden. Es kommt 
allmählich wieder zu einer anabolen Stoffwechselsituation. Durch 
Reparationsvorgänge und zunehmende körperliche Aktivität wird weiterhin ein 
hoher Energie- und Eiweißbedarf benötigt. Diese Phase dauert Wochen bis 
Monate.  
 
1.2. Der Adhäsionsprozess der Leukozyten-Extravasation 
Die Grundlage komplexer Organismen liegt in der Adhäsion zwischen 
verschiedenen Zellen und einer Interaktion Zelle – extrazelluläre Matrix. Hierdurch 
ist es möglich, ein stabiles interzelluläres System zu schaffen, eine Aktivierung 
von Lymphozyten durch T-Helfer-Zellen oder antigen-präsentierende Zellen zu 
ermöglichen,  das Homing der Lymphozyten und das Auswandern von 
Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten in entzündliches Gewebe zu 
koordinieren. Die Realisierung einer Immunantwort verläuft v.a. in den 
postkapillären Venolen des Entzündungsortes oder innerhalb der lymphatischen 
Gewebe in den Venolen des hohen Endothels. Generell kann man die 
Extravasation der Leukozyten (Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten) in fünf 
zum Teil überlappende Stadien differenzieren:  
• lockere Adhäsion zirkulierender Leukozyten an aktiviertes Endothel 
• durch Scherkraft des Blutstromes bedingtes ´Rollen` der Leukozyten 




• feste Adhäsion der Leukozyten an aktiviertes Endothel durch  
Leukozytenaktivierung 
• Leukozytentransmigration durch das Endothel oder Diapedese 
• Leukozytenwanderung entlang eines chemotaktischen Gradienten durch 
perivaskuläres Gewebe zum Entzündungs- bzw. Infektionsort. 
Eine Aktivierung des Endothels durch pro-inflammatorische Mediatoren führt zur 
Veränderung der Expression von Adhäsionsmolekülen [2,3,4]. 
 
 
Abb.2: Interaktion zwischen Leukozyten und aktiviertem Endothel während der 
Extravasation der Leukozyten [5]. 
Gewebs-Makrophagen und Lymphozyten setzen u.a. endogene Faktoren wie 
TNF-α und IL-1β frei. Chemokine wie IL-8, IP-10, MIP-1α und β, MCP-1, -2, -3 und 
RANTES aus verschiedenen Zellarten wie Endothelzellen, Blutplättchen und 
Leukozyten vermitteln die Aktivierung der Leukozyten und die folgende 




Auslösen der Leukozyten-Chemotaxis bieten endogen lösliche Faktoren 
einschließlich PAF, Leukotriene, Prostaglandine und das C5a 
Komplementfragment. Die Summation aller Stimuli ist entscheidend für die 
Induktion und Stimulation der Expression spezifischer Adhäsionsmoleküle auf der 
Leukozyten-Zelloberfläche oder für eine Aktivierung bereits exprimierter 
Adhäsionsmoleküle. Verschiedene Adhäsionsmoleküle zeigen spezifische 
Expressionsmuster auf verschiedenen Zellarten und werden durch 
unterschiedliche Mediatoren stimuliert oder induziert [3]. Das Expressionsmuster 
ist hierbei entscheidend, welcher Schritt der Leukozyten-Migration  durch das 
Endothel durchgeführt wird und welche Zellen, Lymphozyten, Monozyten oder 
Granulozyten zu dem jeweiligen Entzündungs- oder Infektionsort migrieren sollen.  
Der Prozess der Leukozyten-Emigration stellt eine Kaskade von 
Adhäsionsprozessen dar, die sich gegenseitig beeinflussen oder durch Hilfe 
anderer membrangebundener Proteine Signale ins Zellinnere übermitteln und 
weitere biochemische Kaskaden auslösen [3]. Bei pathophysiologischen 
Ereignissen, wie chronische Entzündungsprozesse oder Allergien, kann es zu 
Fehlern der Regulation der Leukozyten-Emigration kommen. Leukozyten 
sammeln sich im entzündeten Gewebe an und führen dort zur 
Gewebsschädigung. Therapeutisch besteht ein großes Interesse in dieses System 
einzugreifen und die Adhäsionsprozesse bzw. die sie auslösenden Mediatoren zu 
hemmen, um möglichst effizient eine Entzündungs- und Immunantwort zu 
erreichen [6].  
 
1.2.1. Adhäsionsmolekül – Klassifikation 
Die Leukozyten-Extravasation aus dem Blutkreislauf in perivaskuläres Gewebe ist 
nur durch eine große Anzahl unterschiedlicher Adhäsionsmoleküle möglich. Man 
teilt die Adhäsionsmoleküle in verschiedene Familien und Gruppen ein: 
Cadherine, Mucine, Selektine, Integrine und die Immunglobulin - Superfamilie. 
Jedem Einzelnen ist eine entsprechende Aufgabe innerhalb der 
Adhäsionskaskade zugeordnet. Für das Auswandern der Leukozyten sind 
besonders die Selektine, die Gruppe der Integrine und die Adhäsionsmoleküle der 





Abb.3: Struktur der Adhäsionsmolekülfamilien, welche bei der Extravasation der 
Leukozyten beteiligt sind [5]. 
 
1.2.1.1.  Selektine 
Selektine vermitteln sowohl das lockere Anheften zwischen Leukozyt und 
aktiviertem Endothel durch Interaktion mit o-glykolysierten Liganden, als auch das 
anschließende ´Rollen` der Leukozyten entlang des Endothels [3]. Aktivierte 
Endothelzellen, Entzündungs- oder Infektionsherde setzen Chemokine frei, die 
durch das ´Rollen` Kontakt mit Leukozyten aufnehmen. Der Chemokinreiz und die 
ausgelöste Signalkaskade durch Ligandenbindung führen zur 
Leukozytenaktivierung und einer verstärkten Affinität der Ligandenbindung der 
Integrine. Hierdurch kann wiederum Einfluss auf die Signaltransduktion 
verschiedener Vorgänge genommen werden. 
Die Selektin-Familie lässt sich in drei homologe Mitglieder untergliedern: das L-
Selektin (CD62L), das P-Selektin (CD62P) und das E-Selektin (CD62E). Diese 




N-terminalen Ca2+-abhängigen Lektin-ähnlichen Domäne v.a. zur Ligandbindung, 
einer EGF-ähnlichen Domäne, „Short Consensus Repeats‟, einer 
Transmembranregion und einem cytoplasmatischen Teil zur Signaltransduktion 
[7,8]. Proinflammatorische Mediatoren wie Komplementfaktoren, Histamine, 
bakterielle Lipopolysaccharide, IL-1β oder TNF-α lösen ihre Oberflächen- 
Expression aus.  
L-Selektine werden von Monozyten, Granulozyten und Lymphozyten- 
Subpopulationen exprimiert [3]. Sie sind v.a. für das Auswandern der 
Lymphozyten über den Blutkreislauf in Lymphgefäße, die Wanderung durch 
Lymphnoten und die Rezirkulation ins Blut verantwortlich.  
P-Selektine werden durch Stimulation von Endothelzellen und Thrombozyten aus 
intrazellulären Granula an deren Oberfläche transportiert. Sie vermitteln durch 
Wechselwirkungen das lockere Anheften und das Leukozyten-´Rollen` entlang 
des Endothels [9].  
E-Selektine werden von aktivierten Endothelzellen exprimiert [10]. Die 
Hauptaufgabe besteht in der Vermittlung des Leukozyten-´Rolling` entlang 
aktivierten Endothels.  
 
1.2.1.2.  Integrine  
Integrine vermitteln eine feste Adhäsion der Leukozyten an aktiviertes Endothel. 
Sie regulieren die transendotheliale Migration und die Chemotaxis der Leukozyten 
durch perivaskuläres Gewebe zum Entzündungsherd. Integrine exprimieren auf 
der Zelloberfläche von Leukozyten. Sie binden an Adhäsionsmoleküle der 
Immunglobulin-Superfamilie und an Komponenten der extrazellulären Matrix 
[3,11] an. Integrine sind in ihrer Gesamtheit an Adhäsionsprozessen beteiligt und 
vermitteln Signaltransduktionen für wichtige zelluläre Prozesse wie Apoptose, 
Differenzierung und Proliferation [3].  
Ihre Struktur besteht aus heterodimeren Transmembranproteinen, wobei eine α-
Kette nicht kovalent an eine β-Untereinheit gebunden ist. Beide bestehen aus 




C-terminalen intrazellulären Domäne zur Vermittlung der Signaltransduktion. Es 
gibt 16 α-Untereinheiten und 8 β-Ketten, die miteinander assoziieren. Zu den 
wichtigsten Integrinklassen zählen β1-Integrine (´Very Late Antigen’), β2-Integrine 
(Leukozyten), β3-Integrine (Zytoadhesine) sowie β7-Integrine.  
β1-Integrine werden von einer Vielzahl an Zellen verschiedenster Gewebe 
exprimiert. Ihre Funktion besteht in der Extravasation von Leukozyten durch das 
perivaskuläre Gewebe zum Entzündungsort [12,13]. Die Wechselwirkungen 
verschiedenster Zellen mit der extrazellulären Matrix ermöglichen eine komplexe 
Rolle bei der Organisation von Gewebestrukturen [12]. Eine weitere Funktion 
besteht in der Beteiligung der Transmigration von Leukozyten durch aktiviertes 
Endothel in perivaskuläres Gewebe über VCAM-1-Bindung.  
β2-(Leukozyten) Integrine bestehen aus vier Mitgliedern: LFA-1, Mac-1, p150,95 
und αᴰβ². Sie werden ausschließlich auf Leukozyten exprimiert [14] und 
interagieren mit verschiedenen Liganden. Durch Wechselwirkungen mit ICAM-1 
und -2 ist eine feste Adhäsion von Leukozyten an aktiviertes Endothel und die 
transendotheliale Migration möglich [15]. MAC-1 hat eine wichtige Funktion bei 
der Bindung und Phagozytose von opsonierten Partikeln [16,17] sowie bei der 
homotypischen Aggregation und Chemotaxis von Neutrophilen [18,19]. P150,95 
ist an der Phagozytose von iC3b-opsonierten Partikeln beteiligt und nimmt Anteil 
an der Adhäsion von Leukozyten an aktiviertem Endothel [3,20]. Eine noch 
ungeklärte Rolle in der Phagozytose spezieller Pathogene nimmt αᴰβ² ein [21].  
β3-Integrine (Zytoadhesine) wurden als αIIbβ3 auf Megakaryozyten und 
Blutplättchen nachgewiesen. Sie haben Einfluss auf die Blutplättchen-Aggregation 
[3,22]. Eine weitere Funktion stellt die Migrationsvermittlung von Leukozyten und 
Melanomzellen durch die extrazelluläre Matrix dar [3,23]. Hierfür ist durch 
Wechselwirkung mit Adhäsionsmolekül PECAM-1 das β3-Integrin αvβ3 
verantwortlich [24]. Es wird durch aktivierte Endothelzellen, Leukozyten, 
Makrophagen und Melanomzellen  exprimiert. 
β7-Integrine bestehen aus den Mitgliedern α4β7 und αEβ7, und werden von 




MadCAM-1, bzw. Bindung an E-Cadherine zeigen sie große Bedeutung für das 
Lymphozyten-Homing [3].  
 
1.2.1.3. Immunglobulin - Superfamilie 
Proteine der Immunglobulin - Superfamilie reichen von Adhäsionsmolekülen, Co-
Rezeptoren CD3, CD4, CD8, konstanten Domänen der MHC-Moleküle bis zu T-
Zell-Rezeptoren. Ihre Aufgabe liegt in der Extravasation von Leukozyten, dem 
Homing von Lymphozyten, der Co-Stimulation bei zellulären 
Aktivierungsprozessen und dem Aufbau von Gewebestrukturen [25].   
Die Gemeinsamkeit besteht in der Immunglobulin-ähnlichen Domäne des 
extrazellulären Anteils in zwei antiparallel angeordneten β-Strängen aus jeweils 
90-100 Aminosäuren. Es besteht eine große Variationsbreite bezüglich der Anzahl 
der enthaltenen Immunglobulin-ähnlichen Domänen. Adhäsionsmoleküle 
enthalten eine Transmembranregion und eine kurze cytoplasmatische Domäne. 
Die Liganden stammen aus der eigenen Superfamilie oder sind den 
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1.3.  Das humane Thy–1 (CD90) 
Das humane Thy-1 (CD90) ist ein Glykoprotein, welches über Glycosyl-
phosphatidyl-inositol (GPI)-Anker an die Zellmembran bindet [27]. Mit einem 
Molekulargewicht von 35 kD umfasst das Kernprotein ca. 17 kD. Das Kernprotein 
besteht aus 111 Aminosäuren und besitzt zwei humane Thy-1, bzw. drei murine 
Thy-1 N-Glycosylierungsstellen [28,29,30]. Aufgrund einer einzelnen 
Immunglobulin-ähnlichen Domäne stellt das Thy-1 das kleinste Mitglied der 
Immunglobulin - Superfamilie dar [29,31]. Aufgrund seiner Sensitivität zu 
Phospholipase C, kann es durch diese von seinem GPI-Anker abgespalten und 
als lösliches Protein in den Extrazellularraum freigesetzt werden [32]. Chromosom 
11q23.3 codiert den Genlocus für Thy-1 und ist genetisch mit CD3 und CD56 
verlinkt [32].  
 
1.3.1. Expression des Thy-1 (CD90) 
Die Expression und Verbreitung des Thy-1 ist abhängig von der jeweiligen 
Spezies und zeigt Unterschiede innerhalb verschiedener Gewebe einer Spezies 
[33,34]. So zeigt das Thy-1 der Maus eine Expression auf der Zelloberfläche von 
Thymozyten, T-Lymphozyten, Neuronen, Fibroblasten, Myoblasten und 
Knochenmarks-Stammzellen [28]. Die Expression im humanen System wurde auf 
Fibroblasten, Nervenzellen, einer Subpopulation CD34 positiver Stammzellen und 
auf aktivierten Endothelzellen nachgewiesen [35,36,37,38]. Handelt es sich um 
ruhende, mikrovaskuläre Endothelzellen wird Thy-1 nicht exprimiert [39,40]. Für 
beide Systeme (murines und humanes System) stellt Thy-1 einen Marker 
verschiedener Fibroblasten-Subpopulationen dar [33,41,42,43]. Humane dermale 
Fibroblasten exprimieren Thy-1 konstitutiv auf der Zelloberfläche [44,45]. Nach 
Stimulation der Zellen durch inflammatorische Mediatoren wie TNF-α, VEGF, IL-
1β, Gewebsmakrophagen, Lymphozyten bzw. Phobolester wird die 
Oberflächenexpression verstärkt [25,39,40,46,47]. Verschiedene Studien zeigen, 
dass sich eine erhöhte Thy-1 Expression im Bereich von Entzündungen, 
Gefäßneubildungen oder Neoangiogenese, d.h. bei Zellaktivierung, durch 




Thy-1 stellt somit ein aktivierungs-assoziiertes Oberflächenmolekül der 
Endothelzelle dar. Thy-1 kann als Zellmembranprotein durch Abspaltung von 
seinem GPI-Anker durch z.B. Phospholipase C in die extrazelluläre Umgebung 
freigesetzt werden und konnte als lösliches Protein im humanen Serum und in 
Kulturüberständen humaner dermaler Fibroblasten nachgewiesen werden [40]. 
Somit liegt nahe, dass Thy-1 durch inflammatorische Zytokine aktiv an einem 
Entzündungsort produziert werden kann und als lösliches Protein in das 
umgebende Gewebe freigesetzt wird. Entzündungsprozesse, 
Gewebsverletzungen oder Infektionen können durch spezifische Mediatoren Thy-
1 hochregulieren, wodurch sich eine Transmigration von Monozyten und 
Granulozyten durch das Gefäßendothel anschließt, um möglichst schnell den 
Entzündungsort zu erreichen [25].  
 
1.3.2. Funktion des Thy-1 (CD90) 
Das Thy-1 spielt als Mitglied der Immunglobulin - Superfamilie eine Rolle bei 
interzellulären Adhäsionsprozessen [44,49]. Aufgrund seiner unterschiedlichen 
Expression und Verbreitung von Thy-1 zwischen verschiedenen Spezies, sind 
murale Ergebnisse und Rückschlüsse nur bedingt auf das humane System 
übertragbar.  
Eine Sonderstellung tragen Zelloberflächen von Nervenzellen. Hier exprimieren 
alle untersuchten Spezies Thy-1. Somit scheint Thy-1 eine bedeutende Rolle in 
der Stabilisierung neuronaler Membranen und bei der Nervenzell-Entwicklung zu 
spielen [50]. Versuche zeigten auf murinen Astrozyten eine Interaktion von 
murinem Thy-1 und Integrin αVβ3, welche Tyrosin-Phosphorylierungen von 
Adhäsionsproteinen vermitteln und folglich eine Zellanheftung bzw. 
Zellausbreitung fördern [51,52,53].  
In Versuchen mit Mäusen konnte eine Beteiligung von Thy-1 an der Adhäsion von 
Thymozyten nachgewiesen werden, was für eine T-Zell-Aktivierung und 
Differenzierung der Thymozyten wesentlich ist [54,55,56,57]. Thy-1 abhängige 
Adhäsionen konnten ebenfalls bei lymphoiden Zellen an Stromazellen im 




Thy-1 konnte als aktivierungsabhängiges Zell-Adhäsionsmolekül auf humanen 
dermalen mikrovaskulären endothelialen Zellen identifiziert werden, und zeigt 
seinen Einfluss auf die Adhäsionsprozesse von Leukozyten mit aktivierten, Thy-1 
exprimierenden Endothelzellen. Thy-1 ist daher ein wichtiger Marker für aktivierte 
Endothelzellen. Der Thy-1 Ligand auf Leukozyten konnte als MAC-1 
(CD11b/CD18; αMβ2) differenziert werden [25]. Durch die Interaktion von Thy-1 mit 
MAC-1 ist die leukozytäre Adhäsion an aktiviertes Endothel, als auch die 
transendotheliale Migration möglich [25]. Mit Hilfe von MAC-1 sind chemotaktische 
Vorgänge und die Phagozytose von opsonierten Partikeln möglich. Somit zeigt 
sich eine Bedeutung des Thy-1 bezüglich der Leukozyten Extravasation, der 
Initiierung und Regulation von Entzündungsprozessen, der angeborenen Abwehr 
mit einer entscheidenden Bedeutung für Erkrankungen wie Arteriosklerose, 
Arthritis, Asthma oder Psoriasis [59]. In  einer Studie konnte gezeigt werden, dass 
PMNC von Psoriatikern im Vergleich zu gesunden Testpersonen deutlich verstärkt 
an Thy-1, jedoch nicht an ICAM-1 binden [60]. Diese erhöhte Adhäsion an Thy-1 
sank unter erfolgreicher Anti-Psoriasis-Therapie. Schubert et al. konnte anhand in 
vivo Studien die physiologische Relevanz des Thy-1 für den Inflammationsprozess 
unterstreichen. In verschiedenen Entzündungsmodellen konnte gezeigt werden, 
dass das Thy-1 am Ort einer Entzündung in vivo eine wichtige Rolle bei der 
Extravasation von myeloiden Zellen ins periphere Gewebe spielt [25,61].  
Auf Melanomzellen konnte das αvβ3Integrin (CD51/CD61) als Interaktionspartner 
des Thy-1 in vitro identifiziert werden [62]. Es konnte gezeigt werden, dass durch 
Blockade der Thy-1/αvβ3 Interaktion eine deutliche Verminderung der Migration 
von Melanomzellen durch das aktivierte Endothel erreicht werden konnte [62]. 
αvβ3 positive Melanome zeigten eine Korrelation zu einer schlechten Prognose mit 
erhöhtem Metastasen Risiko. Thy-1 scheint somit eine wichtige Schlüsselrolle in 
Bezug auf Zellen maligner Melanome zu spielen. Auf aktivierten humanen EC von 
Melanomen und Hautmetastasen konnte Thy-1 stark exprimiert nachgewiesen 
werden. Diese starke Expression zeigte sich bei gesunder Haut bzw. benignen 
Zellnaevi nicht. Mit Hilfe eines in vivo Metastasen-Maus-Modells wurde die 
physiologische Rolle des Thy-1 in Bezug auf die lymphatische und vaskuläre 
Metastasierung untersucht. Nach subkutaner Injektion von B16/F10 




Lungenmetastasierung im Vergleich zur Wildwurf-Typ-Kontrolle. Bei primären 
subkutanen Hauttumoren kam es bei Thy-1-defizienten Mäusen zu einer klaren 
Abnahme der Metastasierung in regionale Lymphknoten. Thy-1 unterstützt daher 
die Metastasierung von Melanomzellen [63].  
 
1.4. Glukokortikoide 
Glukokortikoide lassen sich in synthetischer Form bei einer Reihe von 
Erkrankungen einsetzen. Die Indikation zur Glukokortikoidgabe ist meist sein anti -  
inflammatorischer und immunsuppressiver pharmakologischer Effekt. Die 
verschiedenen synthetischen Derivate lassen sich in kurz wirkende, mittellang 
wirkende und lang wirkende Präparate einteilen. Aufgrund unterschiedlicher 
Rezeptoraffinität und Plasma-HWZ der einzelnen Substanzen gibt es deutliche 
Unterschiede in Wirkungsstärke und Wirkdauer. Die Metabolisierung durch 
Glucuronidierung erfolgt in der Leber. Hier kommt es zur Umwandlung von 
Cortison und Prednisol in wirksames Kortisol und Prednisolon. Die Ausscheidung 
erfolgt renal.  
 
1.4.1. Wirkmechanismus 
1.4.1.1. Rezeptorvermittelte genomische Effekte 
Intrazellulär lokalisierte Glukokortikoid Rezeptoren Typ I, IIα und IIβ sind in einem 
unligierten Zustand an einem Komplex aus Hitzeschockproteinen (HSP) 
gebunden. Durch Glukokortikoidbindung erfolgt eine Konformationsänderung des 
Rezeptors mit Rezeptoraktivierung. Der aktivierte Rezeptor dissoziiert vom HSP-
Komplex und transloziert vom Zytoplasma zum Zellkern, zum „glucocorticoid-
responsive element“ (GRE) [64]. Durch Änderung der Transkriptionsrate 
glukokortikoidsensitiver Gene kommt es zur Änderung der Protein-Produktionsrate 
und des zellulären Funktionszustandes mit vermehrter Freisetzung von 
Lipocortin1 mit seinem anti - inflammatorischen Effekt durch Hemmung von 
Phospholipase A2, Endonukleasen, neutralen Endopeptidasen und „Angiotensin-




seine gleichzeitige Bindung an das „negative glucocorticoid responsive element“ 
(nGRE) ebenfalls einen hemmenden Einfluss z.B. auf die Synthese von 
Zytokinen, wie dem TNF-α und Interleukinen [64,65,66,67]. Des Weiteren kommt 
es über diesen Bindungsweg zur Verhinderung der Induktion von 
Stickstoffmonoxid-Synthetase und induzierbaren Cyclooxygenase 2 [68]. Dieser 





























  Hemmung von                 
  Zytokinproduktion 
  und –funktion 
  
 Interleukine (IL): IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-8 
 Tumor-Nekrose-Faktor α (TNF-α) 
 Wachstumsfaktoren (GM-CSF) 
 
  Hemmung des 
  Eikosanoidstoffwechsels 
 
 
Prostanoide (Thromboxan A2, Prostacyclin, PGE2) 
Leukotriene (LTB4) 
plättchenaktivierender Faktor (PAF) 
 





  Hemmung der Expression 
  von Rezeptoren 
 
 
Selektine (E-Selektin) auf Endothelzellen 
interzelluläres Adhäsionsmolekül (ICAM) auf 
Endothelzellen 
 MHC-Klasse II auf Monozyten  
 Interleukin-2-Rezeptoren auf T-Zellen 
 
  Hemmung verschiedener 




Freisetzung proteolytischer Enzyme (Elastase) 
Ausschüttung von Akute-Phase-Proteinen (C-reaktives 
Protein) 





1.4.1.2.  Nicht-genomische Sofortwirkungen 
Die Sofortwirkung von Glukokortikoiden erfolgt durch dessen Einbau in die 
Zellmembran [64,67], bzw. über membranständige Rezeptorvermittlung [64,69,70] 
unter direkter physikochemischer Einflussnahme [71,72,73,74,75]. Studien 
konnten ein umgekehrt proportionales Verhältnis zwischen hohen Glukokortikoid 
Konzentrationen und verminderter Permeabilität biologischer Membranen für 
Kationen beobachten [64,76,77,78]. Des Weiteren konnten in Tierexperimenten 
Rückschlüsse auf eine direkte Einflussnahme und Wirkung hoch dosierter 




















Tab. 3: Wichtige nicht-genomische Glukokortikoidwirkungen [64]. 
 
Wirkung auf zelluläre Membranen 
 
 Wirkung auf den zellulären  
   Energiestoffwechsel 
 
 
Änderung der physikochemischen  
Membraneigenschaften: 
 
Reduktion der Membranfluidität 
Erhöhung der osmotischen Resistenz von 
Zellen 
 
Reduktion der ATP-Bildung: 
 
Hemmung der Atmungskette zwischen 
NADH-Dehydrogenase und Coenzym Q 
Hemmung des Transports von Succinat in 
die Mitochondrien 
 
Reduktion der Membranpermeabilität für   
Kationen: 
 
Hemmung der Na+ und K+-abhängigen 
„early events“ bei Lymphozyten Stimulation 
 
Hemmung des induzierten Anstiegs der 
cytoplasmatischen Ca2+- Konzentration in 
Lymphozyten 
 
Steigerung des mitochondrialen  
Protonenlecks: 
 




Wirkung auf Membranlipide: 
 
Reduktion des Phospholipid–Turnovers in 
Membranen 
Hemmung der Freisetzung von 
Arachidonsäure und verminderte Synthese 
vasoaktiver Mediatoren über die 
Arachidonsäure Kaskade 
Schutz vor posttraumatischer 
Lipidperoxidation 
Hemmung der radikalinduzierten Hydrolyse 
von Membranlipiden 
 
Wirkung auf ATP-verbrauchende Prozesse: 
 
Hemmung der Aktivität von Na+K+-ATPase 
und Ca2+-ATPase 











Abb. 4: Genomische und nicht-genomische Mechanismen der Glukokortikoide 
(Abbildung übersetzt) [80].  
Abkürzungen: HSP: heat shock protein; cGCR: cytosolischer Glukokortikoidrezeptor; mGCR: 
membranständiger Glukokortikoidrezeptor; Src: Chaperon Src. 
 
1.5. Zielstellung der Arbeit 
Die Regulation von Immun- und Entzündungsreaktionen mit seinen beteiligten 
Molekülen und Mechanismen ist für das Verständnis physiologischer und 
pathologischer Prozesse mit der Aussicht auf Diagnose und Therapie von großer 
Wichtigkeit. Beim Einwandern von Entzündungs- und Immunzellen aus Gefäßen 
in bestimmte Gewebe spielt der Prozess der Adhäsion zirkulierender Zellen an 
gefäßauskleidende Endothelzellen (EC) eine entscheidende Rolle.  
Befindet sich das Endothel in einem gesunden, ruhenden, nicht-aktivierten 
Zustand, kann der Organismus das Auswandern von Entzündungszellen in 
umliegendes Gewebe stark eindämmen. Werden Zellen z.B. durch mechanische, 
physikalische, chemische Einflüsse oder Mikroorganismen verletzt und infiziert, 




Einwanderung von Entzündungs- und Immunzellen. Die Interaktion zwischen 
Zelladhäsionsmolekülen auf EC und denen auf den Entzündungs- und 
Immunzellen spielt eine zentrale Rolle in der Kontrolle der Extravasation von 
Entzündungs- und Immunzellen vom Blut ins periphere Gewebe am Ort einer 
Entzündung [81]. Mittlerweile ist das humane Thy-1 (CD90) als wichtiges, 
aktivierungsassoziiertes Adhäsionsmolekül auf humanen dermalen Endothelzellen 
etabliert. Als wichtiger Rezeptor für  MAC-1 spielt Thy-1 eine entscheidende Rolle 
zur Rekrutierung von Leukozyten bei Entzündungsprozessen [25,60,82]. In in vitro  
Modellen konnten signifikante Unterschiede im Adhäsionsverhalten von PMNC 
von Psoriasis Patienten im Vergleich zu PMNC von Gesunden an das Thy-1 
nachgewiesen werden [60]. Mit der Verbesserung des klinischen 
Erscheinungsbildes unter erfolgreicher anti-Psoriasis-Therapie (PASI-Reduktion) 
sank parallel die Thy-1 - vermittelte Adhäsion von PMNC.  
Da die Ergebnisse von ICAM-1 weder Adhäsionsunterschiede zeigten, noch einen 
klinischen Rückschluss auf den Klinikverlauf zuließen, scheint Thy-1 der 
geeignete Interaktionspartner zum Monitoring der Effizienz einer anti - 
entzündlichen Therapie zu sein. Über stabil Thy-1 transfizierte Zellen und 
Kontrollzellen ist es gelungen, ein einfaches experimentelles System zu 
entwickeln, mit dem ein wichtiger Teil des Adhäsionsmechanismus in vitro 
darstellbar ist. Es bietet die Basis zur Testung der Frage nach Funktionalität 
verschiedener, bekannter anti - entzündlicher Substanzen auf die Fähigkeit der 
Hemmung der Adhäsion von Blutzellen. Könnte unser Modell einen anti - 
inflammatorischen Effekt der Testsubstanzen nachweisen, hätte man die 
Möglichkeit, leicht und unkompliziert neu entwickelte, anti - entzündliche 
Substanzen auf anti – inflammatorische Wirkungspotentiale und 
Wirkmechanismen im in vitro Versuchsmodell für in vivo Versuche vorzuscreenen. 
Die erforderlichen, anschließenden Tierversuchsreihen könnten auf ein Minimum 
reduziert werden.  
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2. Material und Methoden  
2.1. Gewinnung und Kultivierung von Zellen 
2.1.1. Thy–1 transfizierte CHO–Zellen 
Stabil Thy-1 exprimierende CHO-Zellen standen zur Verfügung [62]. Als Kontrolle 
wurden vector-transfizierte Zellen verwendet. Die Kultivierung erfolgte in DMEM 
mit 10% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin bei 37°C, 5% CO2 und einer relativen 
Luftfeuchtigkeit von 100%. Nachdem ein konfluenter Zellrasen wuchs, wurden die 
Zellen mit phosphatgepufferter Kochsalzlösung (phosphate buffered saline; PBS) 
gespült und durch Inkubation mit 0,05% Trypsin/0,02% EDTA abgelöst. Durch die 
Zugabe von Trypsin Neutralizing Solution (TNS, Promocell) wurde die Trypsin 
Wirkung neutralisiert und gestoppt. Die Zellen konnten jetzt geteilt und vermehrt 
werden.   
 
2.1.2. Gewinnung von Normalfibroblasten - NF  
Zur Gewinnung humaner dermaler Fibroblasten wurden uns freundlicherweise 
Hautbiopsien der Hautklinik Universität Leipzig zur Verfügung gestellt.  Unter 
sterilen Bedingungen wurde die humane Haut in ca. 1mm² Proben geschnitten, in 
Gewebekulturflaschen gebracht und in Dulbecco`s modifiziertem Eagle Medium 
(DMEM; Biochrom AG) mit 10% FKS, Ascorbinsäure (50µg/ml) (Merck), Penicillin 
(400U/ml) und Streptomycin (200µg/ml) kultiviert. Die Kultivierung von ca. 1 – 2 
Wochen erfolgte bei 37°C, 5% CO2 und 100% rel. Luftfeuchtigkeit. Die aus den 
Gewebestücken wachsenden Fibroblasten wurden nach Erreichen eines 
konfluenten Zellrasens mehrfach mit PBS gespült. Zur Vermehrung wurden NF 
durch Inkubation mit 0,05% Trypsin/0,02% EDTA (Biochrom AG) abgelöst und die 
Trypsinierung durch Zugabe von Medium abgestoppt. Die abgelösten NF wurden 
in neue Gewebekulturflaschen verteilt und weiterkultiviert, wobei nach ca. 1 
Woche ein konfluenter Zellrasen wuchs. Für die Versuche wurden NF bis zur 
maximal 4. Passage verwandt.  
 
 
MATERIAL UND METHODEN 
___________________________________________________________________________________ 
27 
2.1.3. Gewinnung von polymorphnukleären Zellen aus EDTA-Blut   
Zur Gewinnung polymorphnukleärer Zellen wurde EDTA–Blut von Gesunden 
verwandt. Über die Verwendung des Blutes für Forschungszwecke wurden die 
Probanden jeweils aufgeklärt und haben zugestimmt. Eine Genehmigung der 
Ethikkommission lag vor.  
Auf ca. 10ml Blut wurde 1,5ml Dextran (M70; 20% in 0,9% NaCl; 
Endkonzentration 2%; Sigma-Aldrich, Taufkirchen) aufgefüllt und resuspendiert. 
Nach einer Inkubationszeit von 1h bei Raumtemperatur wurde der plasmatische 
Überstand abgenommen und dessen vorsichtige Überschichtung auf Ficoll 
(Lymphozyten-Separations-Medium; ICN, Aurora, Ohio, USA) im 
Mischungsverhältnis 1:1 vorgenommen. Im Anschluss wurde für 25 Minuten bei 
800xg und 20°C zentrifugiert. Der mononukleare Zell-Ring, Überstand und 
Medium wurden nacheinander ab pipettiert und verworfen. Die übrig gebliebenen 
Erythrozyten und das Granulozytenpellet wurden mit 1ml PBS aufgefüllt, mit der 
Pipette vorsichtig resuspendiert und das komplette EDTA-Röhrchen mit PBS 
aufgefüllt. Nun erfolgte eine Zentrifugation für 5min bei 4°C und 1000U/min. Das 
Zellpellet aus Granulozyten und Erythrozyten wurde mit 1ml destilliertem Wasser 
resuspendiert und für exakt 1min auf Eis inkubiert. Damit wurden die im Zellpellet 
befindlichen Erythrozyten lysiert. Um eine Lyse der Granulozyten zu verhindern, 
wurde dieser Prozess durch sofortige Zugabe von gekühltem PBS gestoppt. Es 
folgte ein Zentrifugieren der Granulozytensuspension für 5min bei 4°C und 
1000U/min und ein 3x Waschvorgang mit PBS.  
 
2.1.4. Biotinmarkierung 
Die mikroskopische Auswertung der Versuchsreihen erfolgte mit dem 
Fluoreszenzmikroskop. Eine Bindung von visualisierenden Stoffen an 
Granulozyten wurde durch die Biotinylierung mittels D-Biotinyl-ε-
amidocapronsäure-N-hydroxysuccinimidester (Biotin, 10mg/ml gelöst in DMF; 
Roche Biochemicals, Mannheim) ermöglicht. Hierzu wurden die Granulozyten 
gezählt und auf eine Zelldichte von ca. 4 x 106 Zellen/ml PBS eingestellt. Die 
Biotinmarkierung erfolgte durch Zugabe von 10µl Biotin pro ml Zellsuspension und 
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anschließender Inkubation für 20min auf Eis. Ungebundenes Biotin wurde durch 
einen 3x Waschvorgang mit kaltem PBS für jeweils 5min bei 4°C und 1000U/min  
entfernt. Das Granulozytenpellet wurde nun in 1ml RPMI ohne FKS 
aufgenommen.  
 
2.2. Inkubation mit anti – inflammatorischen Substanzen 
Die separierten Granulozyten wurden im Laborversuch mit systemisch wirksamen 
Glukokortikoiden verschiedener Konzentrationen vorinkubiert. Für systemisch lang 
wirksame Glukokortikoide wurde Dexamethason, für mittellang wirksame wurde 
Prednisolon und für kurz wirksame wurde Hydrokortison verwendet. 
Die Zellzahl pro ml, der in 2.1.4. erhaltenen Biotin–markierten 
Granulozytensuspension, wurde mit Hilfe der Neubauer–Zählkammer bestimmt 
und auf die Anzahl der Konzentrationsansätze in gleiche Mengen aufgeteilt. Die 
jeweiligen Konzentrationen der Glukokortikoide wurden zu pipettiert und mit einer 
jeweils errechneten Menge RPMI ohne FKS auf eine gleiche Gesamtmenge pro 
Konzentrationsansatz gebracht. Diese verschiedenen Konzentrationsansätze 
wurden nun bei 37°C für 30min vorinkubiert. 
 
2.2.1. Dexamethason 
Die Inkubation für systemisch lang wirksame Glukokortikoide erfolgte mit 
Dexamethason = Fortecortin Inject (8mg/2ml; Merck KGaA, Darmstadt), 
Dexamethason-21-dihydrogen-phosphat.  
Dexamethason wurde in den folgenden Konzentrationsansätzen verwandt: 
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2.2.2. Solu–Decortin H 
Das Vorinkubieren mit systemisch mittellang wirksamen Glukokortikoiden erfolgte 
mit Prednisolon = Solu–Decortin H, Prednisolon–21–hydrogensuccinat-Na (100mg 
Trockensubstanz in 1ml Lösungsmittel Wasser; Merck KGaA, Darmstadt).  
Die Granulozyten wurden mit folgenden Konzentrationen Solu–Decortin H 
vorinkubiert: 10µg/ml Zellen, 20µg/ml Zellen, 40µg/ml Zellen, 60µg/ml Zellen, 
80µg/ml Zellen und 100µg/ml Zellen.  
 
2.2.3. Hydrocortison 
Bei den systemisch kurz wirksamen Glukokortikoiden kam Hydrocortison 100 
(100mg/2ml; Pharmacia GmbH, Erlangen) zum Einsatz.  
Hier wurden die Granulozyten mit folgenden Konzentrationsansätzen 
Hydrocortison vorinkubiert: 1µg/ml Zellen, 2µg/ml Zellen, 3µg/ml Zellen, 6µg/ml 
Zellen, 7µg/ml Zellen und 8µg/ml Zellen.  
 
2.3. Stimulation mit FMLP und Inkubation mit Glukokortikoiden 
Eine Gewinnung von polymorphnukleären Zellen aus Patientenblut und die 
anschließende Biotinylierung erfolgte wie unter den Punkten 2.1.3. und 2.1.4. 
bereits erwähnt. Im Anschluss wurde das Granulozytenpellet in 2ml RPMI ohne 
FKS aufgenommen. Für die Stimulationsversuche wurde FMLP (100nM, Sigma, 
Taufkirchen, Deutschland) in einer Konzentration von 40ng/ml Zellsuspension 
verwendet. Die Granulozytensuspension wurde auf zwei Ansätze zu je 1ml 
aufgeteilt. Ansatz1 wurde ohne FMLP, Ansatz2 mit 40ng FMLP/ml Zellsuspension 
bei 37°C für 30min im Brutschrank vorinkubiert. Die Eppendorf Tubes wurden 
anschließend bei 1000U/min für 5min und 4°C zentrifugiert, der RPMI ohne FKS–
Überstand wurde verworfen und das Granulozytenpellet mit je 1ml frischem RPMI 
ohne FKS resuspendiert. Es folgte eine erneute Zellzahlbestimmung der beiden 
Ansätze pro ml Gesamtvolumen. Die Zellzahl von Ansatz1 (ohne Stimulanz) und 2 
(mit Stimulanz) wurde wie unter 2.2. auf jeweils 2 gleiche Mengen aufgeteilt, pro 
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Ansatz einmal ohne Glukokortikoid als Leerprobe, und einmal mit einer 
bestimmten Konzentration Glukokortikoid. Für die Inkubation der Granulozyten 
wurden diejenigen Konzentrationen an Medikament ausgewählt, bei denen eine 
maximale Wirkung, d.h. Hemmung der Adhäsion der Granulozyten festgestellt 
wurde. Bei Dexamethason, bzw. Fortecortin Inject (8mg/2ml; Merck KGaA, 
Darmstadt), zeigte sich die maximale Wirkung bei einer Konzentration von 
0,5mg/ml  Zellsuspension. Solu–Decortin H, Prednisolon–21–hydrogensuccinat-
Na (100mg Trockensubstanz in 1ml Lösungsmittel Wasser; Merck KGaA, 
Darmstadt) zeigte bei der Konzentration von 80µg/ml Zellsuspension eine 
maximale Hemmung der Adhäsion. Für Hydrocortison 100 (100mg/2ml; 
Pharmacia GmbH, Erlangen) wurde die Konzentration von 7µg/ml Zellsuspension 
ausgewählt.  
 
2.4. Adhäsion PMNC an CHO–THY–1 
Die mit FMLP bzw. mit anti – inflammatorischen Substanzen vorinkubierten 
Granulozyten, siehe 2.2. und 2.3., wurden 3x mit PBS gewaschen. Die Zellvitalität 
wurde 1x mittels Tryptanblau–Färbung (C.I.23850, Carl Roth GmbH, Karlsruhe) 
unter der Neubauer–Zählkammer (Feinoptik Bad Blankenburg) mikroskopisch 
ausgezählt. Hierfür wurde 20µl Zellsuspension 1:2 mit Tryptanblau verdünnt. 
Dabei kommt es zur Blaufärbung von Zellen mit gestörter 
Membrandurchlässigkeit, d.h. Färbung avitaler Zellen. Nach Überführen des 
Gemisches wurden 16 Großquadrate der Neubauer–Zellkammer ausgezählt. Das 
Volumen eines Quadrates beträgt 10-4ml. Somit errechnet sich die Zellzahl nach 
folgender Formel:  
Anzahl gezählter Zellen in 16 Großquadraten x 2 x 104  = Zellzahl/ml. 
Mittels Durchflusszytometer (Epics XL, Beckman Coulter, Krefeld) konnte die 
Granulozytenpopulation analysiert und gesichert werden.  
Für die Zelladhäsionsassays wurden wie in 2.1.1. bereits erwähnt, stabil Thy-1 
exprimierende CHO-Zellen (CHO.Thy1)	   [62], vector-transfizierte Kontrollzellen 
(CHO.vec) und NF, siehe 2.1.2., verwendet.  
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Diese Zellen wurden in RPMI 1640/DMEM (1:1) mit 10% FKS, 1% 
Penicillin/Streptomycin aufgenommen und in einer Zelldichte von 1 x 
105Zellen/Well in 8–Well–chamber slides (Nunc; Wiesbaden, Deutschland) 
eingesät. Über Nacht wurden diese bei 37°C, 5% CO2 und 100% rel. 
Luftfeuchtigkeit kultiviert, um einen konfluenten Monolayer zu erhalten. Die 
Fixierung des Zellrasens erfolgte durch 10minütige Inkubation mit eiskaltem 
Methanol bei -20°C und folgender Lufttrocknung von ca. 1 Stunde, um 
überschüssiges Methanol zu entfernen. Im Anschluss wurden die 8–Well–
chamber slides mit 200µl warmen RPMI 1640 ohne Zusatz von FKS pro Well für 
ca. 20 Minuten äquilibriert. Das Medium wurde unmittelbar vor Zugabe der 
Granulozyten abpipettiert. 
Für die anschließende Adhäsion wurden  2x105 PMNC-Zellen in RPMI 1640 (ohne 
Zusatz von FKS)/Well und Ansatz zu dem Monolayer der jeweiligen CHO–Zellen 
und Normalfibroblasten gegeben. Die Zellbindung erfolgte bei 37°C, 5% CO2 und 
100% rel. Luftfeuchtigkeit für 1h. Durch einen 3maligen Spülvorgang mit auf 37°C 
vortemperiertem PBS unter mikroskopischer Kontrolle, konnten nicht gebundene 
Zellen entfernt werden. Die Fixierung erfolgte durch anschließende Inkubation mit 
eiskaltem Methanol für 10 Minuten bei -20°C. Das Methanol wurde danach 
abgenommen. Die fixierten chamber slides wurden für 30min bei Raumtemperatur 
getrocknet. Um unspezifische Bindungen zu blockieren wurden die Wells, nach 
einem 3maligen Waschvorgang mit PBS, für 10 Minuten mit Blockingpuffer 
(PBS/1% BSA) inkubiert. Es folgte ein erneuter 3 x 5min Spülvorgang mit PBS. 
Die anschließende Fluoreszenzmarkierung gebundener, biotinylierter Zellen 
erfolgte mittels Streptavidin–CYTM3 (Beckmann Coulter; 1:500 in PBS/1% BSA) 
für 60min bei Raumtemperatur im Dunkeln. Nach Abpipettieren und Verwerfen 
des Streptavidin–CYTM3 wurden die Objektträger in eine Küvette gebracht und für 
3 x 5min bei leichter Rotation mit PBS gewaschen. Nun konnten die Objektträger 
in Glycerolpuffer (universitäre Apotheke der Hautklinik Leipzig), karbonat-
gepuffertem Glycerol (pH 8.6) im Verhältnis Glycerol:Puffer (2:1) eingedeckelt 
werden. Der Glycerolpuffer trug durch seinen alkalischen pH-Wert zur 
Stabilisierung des Fluoreszenzfarbstoffes bei. 
 




Die fluoreszenzmarkierten Zellen, die am Monolayer der transfizierten CHO-Zellen 
und NF adhärierten, konnten nun am Fluoreszenzmikroskop ausgezählt werden. 
Dazu wurde nach jeweils dem gleichen Schema vorgegangen. Es wurden jeweils 
10 Gesichtsfelder pro Well von unten innen nach oben außen in der Diagonalen 
von ein und derselben Person unter 20facher Vergrößerung mikroskopisch 
ausgezählt. Aus den Gesichtsfeldwerten je Well wurde der entsprechende 
Mittelwert errechnet, welcher der Anzahl adhärierter Zellen/Well entsprach. Für 
jeden Versuch und die gleiche Fragestellung wurden 2 Wells besät, wodurch für 
das Auszählen und statistische Auswerten eine Doppelbestimmung und damit 
genauere Zellzahlen zustande kamen. 
 
2.6.  Durchflusszytometrie 
Die verschiedenen Adhäsionsansätze von PMNC an CHO.Thy1, CHO.vec und NF 
wurden nach einem dreimaligen Waschvorgang mit PBS/Gelafusal (Serumwerke 
Bernburg, Germany)/Azid mit je 1µg der kommerziell erworbenen mAK für 60min 
bei 4°C vorinkubiert. Nach dreimaligem Waschvorgang wurden die Ansätze erneut 
mit je 50µl DTAF-markierten Ziege-Anti-Maus-Sekundärantikörpers (1:200 
verdünnt in PBS) bei 4°C und 60min inkubiert. Nach erneutem Waschvorgang mit 
PBS konnte die AK-Bindung mittels Durchflusszytometer (Epics XL, Beckman 
Coulter, Krefeld) beurteilt werden.  
Die Vitalitätskontrolle der Zellen unserer Versuchsansätze erfolgte über die 
Bestimmung Propidiumjodid (PI) + Zellen und ist in den jeweiligen Ergebnisteilen 
als FACS-Histogramm dargestellt, d.h. die PI-Färbung dient zur Bestimmung der 
toten Zellen. Das zur Verfügung stehende Granulozytenpellet wurde nach 
Inkubation der entsprechenden Konzentrationen anti – inflammatorischer 
Substanzen in 100µl PBS resuspendiert und mit PI versetzt. Pro 100µl 
Zellsuspension wurden 5µl Färbelösung zugegeben (270µg/ml Propidiumiodid: 
Molecular Probes, 100µg/ml RNase: Sigma und 3,5% Saponin Detergenz). Nach 
einer 2min Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurden die Proben direkt 
ausgewertet.  
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2.7. Statistische Auswertung 
Die durchgeführten Experimente mit ihren entsprechenden Anzahlen sind im 
Ergebnisteil explizit erläutert. Die Daten der funktionellen Studien wurden als 
Mittelwerte +/- Standardabweichung angegeben und wurden auf Normalverteilung 
geprüft. Die Datensätze ergaben keine Normalverteilung. Bei einer 
Stichprobengröße von mehr als zwei unabhängigen Stichprobengruppen wurde 
mittels Sigma Plot die einfaktorielle Varianzanalyse (One Way Analysis of 
Variance on Ranks - Anova) nach Kruskal-Wallis angewandt. Bei zwei 
unabhängigen Stichprobengruppen wurde der Rangsummentest nach  Mann-
Whitney angewandt. Nach den entsprechenden Auswertungen konnte bei 
P≦0,050 von einer Signifikanz ausgegangen werden. Diese Aussage wurde 





3. Ergebnisse  
Ausgangspunkt unserer Modellversuche ist die Rezeptorfunktion des Thy-1 als 
aktivierungsassoziiertes Adhäsionsmolekül für MAC-1 (CD11b/CD18) in Bezug 
auf inflammatorische Prozesse an mikrovaskulären Endothelzellen [25,82]. 
Anhand von Studien mit PMNC von Patienten mit Psoriasis, konnten bisher 
signifikante Adhäsionsunterschiede von PMNC an Thy-1 im Vergleich zu 
Gesunden dargestellt werden [60].  
Nachdem Thy-1 als wichtiger Interaktionspartner im Adhäsionsmechanismus von 
PMNC identifiziert wurde stellt sich die Frage, ob sich mit diesem Modell die 
Effizienz anti - inflammatorischer Pharmaka testen lässt.  
 
3.1.   Expressionstestung des Adhäsionsmoleküles Thy-1 mittels  
	   Durchflusszytometrie 
Um die Adhäsion von Granulozyten an Thy-1 zu untersuchen, wurden Thy-1 
transfizierte CHO-Zellen (CHO.Thy1) [25,39,62,83] und dermale Fibroblasten (NF) 
verwendet. Als Kontrollzellen wurden vektor-transfizierten CHO-Zellen (CHO.vec) 
genutzt. Zur Kontrolle der Thy-1 Expression wurden die Zellen 
durchflusszytometrisch untersucht. In Abb.5 ist die Fluoreszenz-Analyse von 
einem von sechs voneinander unabhängigen Experimenten dargestellt. Es zeigt 
eine starke Expression des Thy-1 auf CHO.Thy1 Zellen und NF. Im Gegensatz 
dazu exprimieren die CHO.vec Zellen kein Thy-1. Die Isotypenkontrollen 

























Abb.5: FACS Histogramm: Expression an Thy-1. 
2x105 Zellen wurden mit einem anti-Thy-1 AK und einem DTAF-markierten Ziege-anti-Maus-
Sekundärantikörper inkubiert, und die Bindung mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen. Es ist 
ein repräsentatives Experiment von sechs dargestellt. 
Die FACS–Analyse bestätigt eine Expression des Adhäsionsmoleküls auf 
CHO.Thy1 und NF. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei den CHO.vec keine 




Antikörper: anti-Thy-1 (Klon: AS02)  
CHO.vec    CHO.Thy1 NF     




3.2.  Validierung der Auswertung  
Die Aufgabe stellt sich in der Etablierung eines Modellsystems unter Nutzung der 
Thy-1/Thy-1 - Ligand Interaktion zur Testung anti - inflammatorischer Substanzen.  
Kontrollzählungen an Thy-1 adhärenten PMNC durch zwei unabhängige Personen 
konnten einen systemischen Fehler in der Auswertung verringern (Daten nicht 
gezeigt) [60]. Zur Vitalitätsprüfung erfolgt in den jeweiligen Schritten eine Kontrolle 
mittels Durchflusszytometrie.  
 
3.3. Adhäsion unstimulierter PMNC vs. stimulierter PMNC an Thy-1 
Unser Modellsystem hat sich zur Aufgabe gemacht, über die Adhäsion von PMNC 
an Thy-1 eine messbare Wirkung anti - inflammatorischer Pharmaka abzuleiten. 
Hierfür wurden vorerst bereits bekannte, anti - entzündliche Substanzen wie die 
Glukokortikoide verwendet. Um ihre anti - inflammatorische Wirkweise bestätigen 
und abbilden zu können war es notwendig, die präparierten Granulozyten 
gesunder Spender in vitro vor zu stimulieren, d.h. einen inflammatorischen 
Prozess zu simulieren. PMNC wurden hierfür aus EDTA-Blut gewonnen und Biotin 
markiert. PMNC blieben als Vergleichskontrolle entweder unstimuliert oder wurden 
mit 40ng/ml FMLP bei 37°C für 30min stimuliert.  
Abbildung 6 zeigt die Thy-1 spezifische Absolutzahl adhärenter Zellen (CHO.Thy1 
-CHO.vec). Die Adhäsion unstimulierter (n=80) PMNC zeigt einen Mittelwert von 
51,83±14,34. Stimulierte PMNC (n=38) zeigen einen Mittelwert von 76,41±19,42. 











Abb.6: Die Stimulation von PMNC durch FMLP erhöht die Thy-1 vermittelte 
Adhäsion. 
Neutrophile Granulozyten (PMNC) wurden über Dichtegradientenzentrifugation von gesunden 
Spendern präpariert und markiert. PMNC wurden mit 40ng/ml FMLP stimuliert. Die Adhäsion 
unstimulierter (n=80) und FMLP-stimulierter (n=38) PMNC an CHO.Thy1 bzw. vector-transfizierter 
Kontrollzellen wurde nach 30min bestimmt. Die Anzahl adhärenter, unstimulierter bzw. FMLP-
stimulierter PMNC an Thy-1 und CHO.vec-Zellen wurde durch Auszählen bestimmt. Um die Thy-1 
spezifische Adhäsion darzustellen, wurde die Adhäsion an vector-transfizierten Kontrollzellen 
subtrahiert. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabweichungen der adhärenten Zellen 
[*p<0,050].  
 
3.4.  Testung der anti - inflammatorischen Substanz Dexamethason 
Das in vitro Versuchsmodell ist in der Lage die Thy-1 vermittelte Adhäsion, welche 
einen Teil des Adhäsionsmechanismus von myeloiden Zellen darstellt, 
nachzuahmen. Doch eignet sich das Modell auch, über seine Adhäsion von 
PMNC an Thy-1, um messbare Testungen an Pharmaka vor zu nehmen? In 
einem zweiten Schritt sollte diese Funktionalität an bekannten, anti - 
inflammatorischen Substanzen bezüglich seiner anti - entzündlichen Wirkweise 




In den Versuchen wurden bekannte Glukokortikoide verwandt. Die Inkubation mit 
systemisch lang wirksamen Glukokortikoiden erfolgte mit Dexamethason = 
Fortecortin Inject (8mg/2ml; Merck KGaA, Darmstadt), Dexamethason-21-
dihydrogen-phosphat.  
Die Literatur beschreibt hierzu den Einfluss einer einmaligen p.o. Gabe von 
Dexamethason in einer Dosierung zwischen 1,5 und 3mg auf immunologisch 
relevante Zytokine (IL-6, TNF-α) und das Differentialblutbild [84,85,86]. Sauer et 
al. beschreibt eine verminderte Aktivität und ein vermindertes Ansprechen auf 
immunologische Trigger Reize nach Glukokortikoid Therapie [87]. Unter 
Anlehnung dieser Konzentrationsansätze haben wir unseren Testbereich 
zwischen 0,1mg/ml und 4mg/ml (0,1mg/ml, 0,25mg/ml, 0,5mg/ml, 1mg/ml, 2mg/ml 
und 4mg /ml) ausgewählt.   
 
3.4.1.  Dexamethason hemmt konzentrationsabhängig die Adhäsion  
 von PMNC an Thy-1 
Abbildung 7 zeigt die Thy-1 spezifische Absolutzahl adhärenter Zellen 
(CHO.Thy1-CHO.vec). Die Kontrolle (n=14) zeigt einen Mittelwert von 39,18±1,69. 
Dexamethason verursacht eine konzentrationsabhängige Hemmung der Thy-1 
vermittelten Adhäsion von PMNC. Ab einer Konzentration von 0,25mg/ml (n=9) 
zeigt sich ein signifikanter Adhäsionsabfall durch Dexamethason [*p<0,050]. 
Geht man vom Kontrollwert aus, zeigt sich der größte Adhäsionsabfall zwischen 
0,1 (n=9) und 0,25mg/ml, d.h. von 91,3% auf 40,5%. Ab einer Konzentration von 
0,5mg/ml (n=9) kommt es zwischen den Konzentrationsansätzen zu einem 
langsameren Abfall des konzentrationsabhängigen Adhäsionsunterschiedes, d.h. 
von 24,4% über 19% zu 10,5% und schließlich 4,6%. Somit wurde in den 
nachfolgenden Versuchsreihen mit einer Dexamethason-Konzentration von 








Abb.7: Dexamethason bewirkt eine konzentrationsabhängige Adhäsionshemmung 
von PMNC an Thy-1. 
Neutrophile Granulozyten (PMNC) wurden über Dichtegradientenzentrifugation von gesunden 
Spendern präpariert und markiert. Nach Zugabe der jeweiligen Konzentrationen von 
Dexamethason wurden die verschiedenen Konzentrationsansätze bei 37°C für 30min vorinkubiert 
und bei 1000U/min für 5min bei 4°C zentrifugiert. Die Adhäsion der PMNC an Thy-1- und vector-
transfizierten Kontrollzellen wurde durch Auszählen bestimmt. Um die Thy-1 spezifische Adhäsion 
darzustellen, wurde die Adhäsion an CHO.vec subtrahiert. Dargestellt ist der Mittelwert ± 
Standardabweichungen der adhärenten Zellen [*p<0,050]. Kontrolle: n=14; 0,1mg/ml: n=9; 
0,25mg/ml: n=9; 0,5mg/ml: n=9; 1mg/ml: n=5; 2mg/ml: n=5; 4mg/ml/: n=5.  
 
Das in vitro Versuchsmodell konnte die bekannte Funktionalität von 
Dexamethason bestätigen. Die adhäsionshemmende Wirkung an PMNC zeigte 
einen konzentrationsabhängigen Einfluss. Um sicher zu stellen, dass die 
Inkubation mit Dexamethason im Bereich von 0,5mg/ml keinen negativen Einfluss 
auf die Vitalität hat, erfolgte die durchflusszytometrische Vitalitätskontrolle (siehe 
2.6.).  
Die Kontrolle zeigt 10,9% tote PMNC. Im Verhältnis zum Kontrollwert, zeigen sich 
bei einer Konzentration von 0,1mg Dexamethason/ml Zellsuspension 6,5% avitale 
PMNC. Die Konzentration von 0,25mg/ml zeigt einen Ausfall von 8,6% PMNC. Bei 




14,4% (132,11% des Kontrollwertes), 2mg/ml zeigen 12,1% und 4mg/ml zeigen 
16,9% avitale PMNC.  
Ab einer Konzentration von 1mg/ml erhöht sich die Anzahl toter PMNC über den 
Kontrollwert. Somit scheint der Konzentrationsansatz von 0,5mg/ml für weitere 









Abb.8: FACS Histogramm: Vitalitätskontrolle über die Bestimmung PI+Zellen im 
Durchflusszytometer.  
Kontrolle 0,1mg/ml 0,25mg/ml 





Granulozyten wurden mit den angegebenen Dexamethason Konzentrationen vorinkubiert und 
anschließend PI zugegeben. Die Anzahl PI+Zellen wurde im FACS bestimmt. Die Abbildung zeigt 
den Prozent Anteil PI+Zellen der Kontrolle, bzw. der jeweiligen Dexamethason Konzentrationen.  
 
3.4.2.  Dexamethason hemmt die Thy-1 vermittelte Adhäsion von 
  stimulierten PMNC 
Durch das in vitro Versuchsmodell ist es gelungen, die adhäsionshemmende und 
konzentrationsabhängige Wirkung  von Dexamethason durch Thy-1/Thy-1 Ligand 
Interaktionen im unstimulierten Zustand an PMNC nachzuweisen (siehe 3.4.1). Da 
sich ab 1mg Dexamethason/ml Zellsuspension ein toxischer Einfluss auf PMNC 
zeigt, wurde die Konzentration von 0,5mg/ml für weitere Versuchszwecke genutzt. 
FMLP wurde genutzt, um die anti - inflammatorische Wirkung von Dexamethason 
auch im stimulierten Zustand an PMNC zu sichern (siehe 3.3.).  
PMNC wurden wie unter 2.3. aufgearbeitet. Hierbei entstanden im ersten Schritt 
zwei Ansätze, eine Leerkontrolle ohne FMLP und ein zweiter Ansatz mit 40ng 
FMLP/ml Zellsuspension. Nach Vorinkubation mit FMLP erfolgte in einem zweiten 
Schritt die jeweilige Aufteilung in zwei Ansätze, d.h. einen Ansatz ohne 
Dexamethason und einen Ansatz mit 0,5mg Dexamethason/ml Zellsuspension. 
Die Adhäsion unstimulierter (n=31) PMNC ohne Dexamethason (43,90±11,07) 
zeigte sich wie erwartet signifikant geringer als die Adhäsion stimulierter (n=31) 
PMNC ohne Dexamethason (76,93±21,14) [*p<0,050]. Betrachtet man den 
Einfluss von Dexamethason im unstimulierten Ansatzmodell (9,93±2,90; n=22), 
zeigt sich eine Thy-1 vermittelte, signifikante Adhäsionshemmung [*p<0,050] von 
PMNC durch Dexamethason. Das stimulierte Ansatzmodell (n=22) zeigt ebenfalls 
eine signifikante [*p<0,050], Thy-1 vermittelte Hemmung der Adhäsion an PMNC 









Abb.9: Die Stimulation von PMNC durch FMLP erhöht die Thy-1 vermittelte 
Adhäsion, die Hemmung von PMNC durch 0,5mg/ml Dexamethason senkt die Thy-1 
vermittelte Adhäsion. 
Neutrophile Granulozyten (PMNC) wurden über Dichtegradientenzentrifugation von gesunden 
Spendern präpariert, ausgezählt und auf die Zelldichte von ca. 4 x 106 Zellen/ml PBS eingestellt. 
Nach Biotinylierung wurden die Granulozyten mit 40ng/ml FMLP oder Medium ohne Zusätze für 
30min bei 37°C stimuliert. Anschließend erfolgte die Inkubation mit 0,5mg/ml Dexamethason, bzw. 
ohne bei 37°C für 30min.  Für die folgende Adhäsion wurden 2 x 105 PMNC-Zellen in RPMI 1640 
(ohne Zusatz von FKS)/Well und Ansatz für 1h zu dem Monolayer der jeweiligen CHO.Thy1 – und 
CHO.vec Zellen gegeben. Die Anzahl adhärenter, unstimulierter bzw. FMLP-stimulierter PMNC an 
Thy-1 und vektor-transfizierter CHO-Zellen wurde durch Auszählen bestimmt. Um die Thy-1 
spezifische Adhäsion darzustellen, wurde die Adhäsion an CHO.vec subtrahiert. Dargestellt ist der 
Mittelwert ± Standardabweichung der adhärenten Zellen [*p<0,050]. Kein FMLP, kein D: (n=31); 
kein FMLP, D: (n=22); FMLP, kein D: (n=31); FMLP, D: (n=22). 
Das Versuchsmodell konnte die adhäsionshemmende Wirkung von 
Dexamethason sowohl im unstimulierten als auch im stimulierten Ansatzmodell 
durch (FMLP) signifikant [*p<0,050] abbilden. Zur Sicherung der Vitalität an PMNC 
erfolgte die Analyse PI+Zellen durch FACS-Analyse. Es ist ein repräsentatives 
Experiment von sechs dargestellt. Versuchsablauf siehe Kapitel 2.6.  
Das FACS Histogramm zeigt bei der Kontrolle 9,9% tote PMNC. Der Einfluss von 
Dexamethason im unstimulierten Ansatz zeigt 5,3% des Kontrollwertes. 




Einfluss auf die Zellvitalität. Im stimulierten Ansatz ohne Medikament zeigen sich 
8,0% avitale Zellen (80,81% des Kontrollwertes). Hiermit bestätigt sich kein 
negativer Zellvitalitätseinfluss durch 40ng/ml FMLP. Durch die Zugabe von 
Dexamethason zeigt sich im stimulierten Ansatz ebenfalls kein negativer Einfluss 




Abb.10: FACS Histogramm : Vitalitätskontrolle über die Bestimmung PI+Zellen im 
Durchflusszytometer. 0,5mg/ml Dexamethason und FMLP zeigen keinen toxischen 
Einfluss auf PMNC. 
Das Granulozytenpellet wurde nach Vorinkubation der entsprechenden Dexamethason 
Konzentration, bzw. 40ng/ml FMLP in PBS resuspendiert und mit PI versetzt. Die PI-Färbung dient 
zur Bestimmung der toten Zellen. Nach Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben direkt 
ausgewertet. Die Abbildung zeigt den Prozent Anteil PI+PMNC der Kontrolle (kein FMLP, kein D), 
des Einflusses von Dexamethason allein, von FMLP allein, bzw. den Einfluss von beiden in einer 
Probe.  
kein FMLP, kein D   




Dexamethason als ein Vertreter der systemisch lang wirksamen Glukokortikoide 
konnte in seiner bekannten Funktion als anti - inflammatorische Substanz durch 
das Modelsystem signifikant [*p<0,050] abgebildet werden. Es ließ sich sowohl im 
unstimulierten als auch im stimulierten Zustand ein konzentrationsabhängiger 
Einfluss auf die Adhäsion von PMNC an Thy-1 nachweisen. 
 
3.4.3.  Dexamethason senkt die Thy-1 vermittelte Adhäsion von PMNC  
  an NF 
Humane dermale Fibroblasten exprimieren Thy-1 auf ihrer Zelloberfläche und 
haben bei ihrer Funktionsvielfalt u.a. eine wichtige Stellung für den korrekten 
Ablauf von Entzündungsreaktionen der Haut [88-99]. Zur Sicherstellung der 
Interaktion mit anderen Zellen und dem umgebenden Stoma bedienen sie sich 
eines breiten Spektrums an Mediatoren, Matrixkomponenten [100] und 
Adhäsionsmolekülen. Ein weiterer Schritt unseres Modellsystems ist, NF 
auszutesten, welche ein physiologischeres System als die CHO-Zellen darstellen.  
Neutrophile Granulozyten (PMNC) von gesunden Spendern (n=19) wurden mit 
40ng FMLP/ml Zellsuspension vorinkubiert und anschließend mit 0,5mg/ml 
Dexamethason (siehe 2.3) inkubiert. Im Anschluss  erfolgte die Bestimmung der 
Adhäsion von PMNC an NF.  
Der Einfluss von Dexamethason (n=19) zeigt im Vergleich zum Kontrollansatz 
(70,42±8,95; n=19) im unstimulierten Ansatz einen signifikanten [*p<0,050], 
adhäsionshemmenden Einfluss auf PMNC an NF (27,13±4,66). Im stimulierten 
Ansatz (n=19) lässt sich die hemmende Wirkung durch Dexamethason ebenfalls 
signifikant [*p<0,050] nachweisen (52,29±6,46). Die Auswertung bestätigt des 
Weiteren eine signifikante [*p<0,050] Stimulation von PMNC an NF durch 40ng/ml 








Abb.11: Die Hemmung von PMNC an NF durch 0,5mg/ml Dexamethason senkt die 
Thy-1 vermittelte Adhäsion, die Stimulation von PMNC an NF durch FMLP erhöht 
die Thy-1 vermittelte Adhäsion. 
Neutrophile Granulozyten (PMNC) wurden über Dichtegradientenzentrifugation von gesunden 
Spendern präpariert. Nach Biotinylierung wurden die Granulozyten mit 40ng/ml FMLP oder 
Medium ohne Zusätze für 30min bei 37°C stimuliert. Anschließend erfolgte die Inkubation mit 
0,5mg/ml Dexamethason, bzw. ohne bei 37°C für 30min.  Für die folgende Adhäsion wurden 2 x 
105 PMNC-Zellen für 1h zu dem Monolayer NF gegeben. Die Anzahl adhärenter, unstimulierter 
bzw. FMLP-stimulierter PMNC an NF wurde durch Auszählen bestimmt. Dargestellt ist der 
Mittelwert ± Standardabweichungen der adhärenten Zellen [*p<0,050]. Kein FMLP, kein D: (n=19); 
kein FMLP, D: (n=19); FMLP, kein D: (n=19); FMLP, D: (n=19). 
 
Das in vitro Modellsystem ist in der Lage, die Funktion der bekannten anti - 
inflammatorischen Substanz Dexamethason nachzuweisen.  
 
3.5.  Testung der anti - inflammatorischen Substanz Solu–Decortin H 
Es ist uns bisher gelungen, einen Teil des Adhäsionsmechanismus unter Nutzung 
der Thy-1/Thy-1 – Ligand Interaktion durch das in vitro Modell darzustellen (3.3.). 
Über die Adhäsion von PMNC an Thy-1 konnte eine Einschätzung und messbare 




(systemisch lang wirksam) in Bezug auf Funktionalität und adhäsionshemmende 
Eigenschaft signifikant abgebildet werden (3.4.). Als ein Beispiel für mittellang 
wirksame Glukokortikoide soll nun Solu-Decortin H mit unserem Modell getestet 
werden.  
Solu–Decortin H, Prednisolon–21–hydrogensuccinat-Na (100mg Trockensubstanz 
in 1ml Lösungsmittel Wasser; Merck KGaA, Darmstadt) wurde in den 
Konzentrationsbereichen 10µg/ml, 20µg/ml, 40µg/ml, 60µg/ml, 80µg/ml und 
100µg/ml getestet. Die Literatur beschreibt in Bezug auf unseren genutzten  
Konzentrationsbereich Versuche an Fibroblasten mit einer Endkonzentration 
zwischen 0,01 und 2mg/ml. Ab 0,03mg/ml Prednisolon zeigte sich ein 
inhibierender Effekt auf das Fibroblastenwachstum. Die Konzentration von 1mg/ml 
Prednisolon konnte bei allen Kulturen einen wachstumshemmenden Effekt 
zwischen 50-80% nachweisen [101]. Ältere Versuche an Fibroblasten aus 
Nasenpolypen zeigten bei Prednisolon Konzentrationen bis zu 0,2mg/ml den 
stärksten prozentualen Abfall der Zellzahl in Abhängigkeit von der 
Wirkstoffkonzentration nach 4 Tagen [102]. 
 
3.5.1.  Solu-Decortin H hemmt konzentrationsabhängig die Adhäsion 
  von Granulozyten an Thy-1 
Dargestellt ist die Thy-1 spezifische Absolutzahl adhärenter Zellen unter Zugabe 
von Solu-Decortin H. Die Kontrollgruppe (n=14) zeigt einen Mittelwert von 
71,46±9,70. Nach Zugabe von 10µg/ml Glukokortikoid (n=6) zeigt sich ein nicht 
signifikanter Adhäsionsabfall (65,08±7,20) von PMNC an Thy-1. Auch bei einer 
Konzentration Solu–Decortin H von 20µg/ml (n=6) kam es zu einem weiteren, 
jedoch nicht signifikanten Adhäsionsabfall (57±7,70). Eine signifikante [*p<0,050], 
adhäsionshemmende Wirkung konnte erstmalig ab einer Konzentration von 
40µg/ml (47,38±3,60; n=8) erzielt werden. Die anschließenden 
Konzentrationserhöhungen von 60µg/ml (n=8) mit einem Mittelwert von 
33,13±8,55, 80µg/ml (n=8) bei 26,31±6,13 und 100µg/ml (n=6) mit 22±6,52 




Die Konzentration von 10µg/ml zeigt mit 91,07% des Kontrollwertes, ebenso wie 
bei 20µg/ml mit 79,76%, eine nicht signifikante, adhäsionshemmende Eigenschaft 
durch Solu–Decortin H. Der größte signifikante Adhäsionsabfall liegt zwischen 
40µg/ml mit 66,30% und 60µg/ml mit 46,36% des Kontrollwertes. Der Bereich 
zwischen 80 und 100µg/ml (36,82% zu 30,79% des Kontrollwertes) zeigt die 
geringste Adhäsionsdifferenz von lediglich 6,03%. Für die folgenden 
Modellversuche wurde daher die Konzentration von 80µg/ml genutzt. 
 
 
Abb.12: Solu–Decortin H bewirkt eine konzentrationsabhängige 
Adhäsionshemmung von PMNC an Thy-1. 
Neutrophile Granulozyten (PMNC) wurden über Dichtegradientenzentrifugation von gesunden 
Spendern präpariert und markiert. Nach Zugabe der jeweiligen Konzentrationen von Solu–Decortin 
H wurden die verschiedenen Konzentrationsansätze bei 37°C für 30min vorinkubiert und bei 1000 
U/min für 5min bei 4°C zentrifugiert. Die Adhäsion der PMNC an Thy-1 und vector-transfizierten 
Kontrollzellen wurde durch Auszählen bestimmt. Um die Thy-1 spezifische Adhäsion darzustellen, 
wurde die Adhäsion an CHO.vec subtrahiert. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabweichung 
der adhärenten Zellen [*p<0,050]. Kontrolle: n=14; 10µg/ml: n=6; 20µg/ml: n=6; 40µg/ml: n=8; 





Das Modellsystem ist in der Lage, den bekannten anti - inflammatorischen Effekt 
des mittellang wirksamen Glukokortikoides Solu–Decortin H 
konzentrationsabhängig nachzuweisen. Aufgrund o.g. Gründe erfolgte die 
Weiterführung unserer Versuchsreihen mit einer Konzentration von 80µg/ml. Über 
eine Bestimmung PI+Zellen im Durchflusszytometer wurde sichergestellt, dass 
sich bei dieser Konzentration an Solu–Decortin H kein negativer, toxischer 
Vitalitätseinfluss auf PMNC zeigt. Das FACS Histogramm stellt eines von sechs 
von einander unabhängigen Experimenten dar.  
Die Kontrollgruppe zeigt 8,8% tote PMNC. Mit einem Konzentrationsanstieg Solu-
Decortin H von 10µg/ml auf 80µg/ml zeigt sich kein negativer Vitalitätseinfluss an 
PMNC. Ab einer Konzentration von 100µg Solu-Decortin H/ml Zellsuspension 
erhöht sich die Anzahl toter PMNC über den Kontrollwert. Somit scheint die 
Konzentration von 100µg/ml ungeeignet für weitere Versuchszwecke zu sein, und 





Kontrolle      10µg/ml 20µg/ml 






Abb.13: FACS Histogramm: Vitalitätskontrolle über die Bestimmung PI+Zellen im 
Durchflusszytometer.  
Granulozyten wurden mit den angegebenen Solu-Decortin H Konzentrationen vorinkubiert und 
anschließend PI zugegeben. Die Anzahl PI+Zellen wurde im FACS bestimmt. Die Abbildung zeigt 
den Prozent Anteil PI+PMNC der Kontrolle, bzw. der jeweiligen Solu–Decortin H Konzentrationen.  
 
3.5.2.  Solu–Decortin H hemmt die Thy-1 vermittelte Adhäsion von 
  stimulierten PMNC  
Das in vitro Modellsystem konnte unter Nutzung der Thy-1/Thy-1 - Ligand 
Interaktion die anti - inflammatorische und konzentrationsabhängige Wirkung von 
Solu–Decortin H im unstimulierten Zustand nachweisen (siehe 3.5.1). Die 
Konzentration von 80µg/ml scheint geeignet, um weitere Versuche an PMNC 
durchzuführen. Für die Versuche wurden PMNC von gesunden Spendern 
präpariert und markiert (n=9). 
Zum Nachweis der adhäsionshemmenden Eigenschaft von Solu–Decortin H an 
PMNC im stimulierten Zustand, wurden die Zellen in einem ersten Schritt mit 
FMLP vorinkubiert (siehe 3.3.).  
Das Modellsystem zeigt ohne die Zugabe eines Glukokortikoides einen 
signifikanten [*p<0,050] Adhäsionsanstieg von PMNC an Thy-1 durch 40ng/ml 
FMLP (104,17±18,59; n=9) im Vergleich zur Kontrollgruppe (58,83±8,33; n=9). Die 
Zugabe von Solu–Decortin H zeigt im unstimulierten Ansatz (n=9) im Vergleich zur 




(26,56±4,96). Betrachtet man den stimulierten Ansatz (104,17±18,59; n=9), zeigt 
sich auch hier eine Thy-1 vermittelte, signifikante [*p<0,050] Hemmung der 
Adhäsion von PMNC durch 80µg/ml Solu-Decortin H (56,72±14,73; n=9). 
 
 
Abb.14: Die Stimulation von PMNC durch FMLP erhöht die Thy-1 vermittelte 
Adhäsion, die Hemmung von PMNC durch 80µg/ml Solu-Decortin H senkt die Thy-1 
vermittelte Adhäsion. 
Neutrophile Granulozyten (PMNC) wurden über Dichtegradientenzentrifugation von gesunden 
Spendern präpariert, ausgezählt und auf die Zelldichte von ca. 4 x 106 Zellen/ml PBS eingestellt. 
Nach Biotinylierung wurden die Granulozyten mit 40ng/ml FMLP oder Medium ohne Zusätze für 
30min bei 37°C stimuliert. Anschließend erfolgte die Inkubation mit 80µg/ml Solu-Decortin H, bzw. 
ohne bei 37°C für 30min.  Für die folgende Adhäsion wurden 2 x 105 PMNC-Zellen in RPMI 1640 
(ohne Zusatz von FKS)/Well und Ansatz für 1h zu dem Monolayer der jeweiligen CHO.Thy1 – und 
CHO.vec Zellen gegeben. Die Anzahl adhärenter, unstimulierter bzw. FMLP-stimulierter PMNC an 
Thy-1 und vektor-transfizierter CHO-Zellen wurde durch Auszählen bestimmt. Um die Thy-1 
spezifische Adhäsion darzustellen, wurde die Adhäsion an CHO.vec subtrahiert. Dargestellt ist der 
Mittelwert ± Standardabweichung der adhärenten Zellen [*p<0,050]. Kein FMLP, kein S: (n=9); 
kein FMLP, S. (n=9); FMLP, kein S: (n=9); FMLP, S (n=9).  
Es ist gelungen, die anti - inflammatorische Wirkung von Solu–Decortin H im 
unstimulierten, als auch im stimulierten Ansatzmodell über die Adhäsion PMNC an 




Modelltestung darstellt, erfolgte die FACS-Kontrolle. Es ist ein repräsentatives 
Experiment von sechs dargestellt. Versuchsablauf siehe Kapitel 2.6.  
Die FACS-Auswertung zeigt im Kontrollversuch 8,6% tote PMNC. Durch den 
Einfluss von Solu–Decortin H zeigt sich im unstimulierten Ansatz kein negativer 
Vitalitätseinfluss (6,5% avitale Zellen). Eine Stimulation PMNC mit 40ng/ml FMLP 
zeigt im Vergleich zum Kontrollwert, wie erwartet, keine Vitalitätseinbuße (3,2% 
tote Zellen). Inkubiert man nach Stimulation PMNC mit 80µg/ml Solu-Decortin H, 









Abb.15: FACS Histogramm : Vitalitätskontrolle über die Bestimmung PI+Zellen im 
Durchflusszytometer. 80µg/ml Solu-Decortin H und FMLP zeigen keinen toxischen 
Einfluss auf PMNC. 
Das Granulozytenpellet wurde nach Vorinkubation der entsprechenden Solu–Decortin H 
Konzentration, bzw. 40ng/ml FMLP in PBS resuspendiert und mit PI versetzt. Die PI-Färbung dient 
zur Bestimmung der toten Zellen. Nach Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben direkt 
kein FMLP, kein S  




ausgewertet. Die Abbildung zeigt den Prozent Anteil PI+PMNC der Kontrolle (kein FMLP, kein S), 
des Einflusses von Solu–Decortin H allein, von FMLP allein, bzw. den Einfluss von beiden in einer 
Probe.  
Unter Nutzung der Thy-1/Thy-1 - Ligand Interaktion ist es gelungen, die bekannte 
Funktion der anti - inflammatorischen Substanz Solu–Decortin H als mittellang 
wirksames Glukokortikoid signifikant [*p<0,050] abzubilden. Der bekannte, 
konzentrationsabhängige Thy-1 vermittelte Adhäsionseinfluß an PMNC konnte im 
unstimulierten und stimulierten Zustand nachgewiesen werden. 
 
3.5.3.  Solu–Decortin H senkt die Thy-1 vermittelte Adhäsion von  
 PMNC an NF 
Das Modellsystem ist in der Lage, einen wichtigen Teil des 
Adhäsionsmechanismus in vitro darzustellen und v.a. die Funktionalität des 
systemisch lang wirksamen Glukokortikoides Dexamethason und des mittellang 
wirksamen Glukokortikoides Solu–Decortin H signifikant abbilden zu können. Die 
für diese Zwecke genutzten CHO–Zellen [62] zeigten sich primär geeignet. Im 
nächsten Schritt soll geklärt werden, ob sich unser Modellsystem auf humane 
dermalen Fibroblasten übertragen und anwenden lässt, d.h. unsere Ergebnisse 
sich auf ein physiologischeres System als das der CHO-Zellen abbilden lassen. 
Kapitel 3.4.3. konnte bisher eine signifikante Hemmung der Thy-1 vermittelten 
Adhäsion von PMNC an NF durch das lang wirksame Glukokortikoid 
Dexamethason nachweisen. Die Stimulation der Thy-1 vermittelten Adhäsion von 
PMNC an NF durch FMLP konnte ebenfalls abgebildet werden.  
Nach Vorinkubation PMNC von gesunden Spendern (n=9) mit 40ng FMLP/ml 
Zellsuspension, erfolgte die Inkubation mit 80µg/ml Solu-Decortin H (Kapitel 2.3.). 
Die Adhäsionsbestimmung von PMNC an NF zeigt die Absolutzahl adhärenter 
Zellen. Nach der Zugabe von 80µg/ml Solu–Decortin H, zeigt sich im 
unstimulierten Ansatzmodell im Vergleich zum Kontrollversuch (102,06±14,60; 
n=9) eine signifikante [*p<0,050] Adhäsionshemmung von PMNC an NF 
(50,28±7,67; n=9). Nach Stimulation neutrophiler Granulozyten, zeigt sich durch 




PMNC an NF (107,83±29,81; n=9). Betrachtet man lediglich den Einfluss von 
40ng FMLP ohne Einflussnahme durch Glukokortikoid, zeigt sich eine signifikante 
[*p<0,050] Stimulation der Adhäsion von PMNC an NF (184,56±31,28; n=9).  
 
 
Abb.16: Die Hemmung von PMNC an NF durch 80µg/ml Solu–Decortin H senkt die 
Thy-1 vermittelte Adhäsion, die Stimulation von PMNC an NF durch FMLP erhöht 
die Thy-1 vermittelte Adhäsion. 
Neutrophile Granulozyten (PMNC) wurden über Dichtegradientenzentrifugation von gesunden 
Spendern präpariert. Nach Biotinylierung wurden die Granulozyten mit 40ng/ml FMLP oder 
Medium ohne Zusätze für 30min bei 37°C stimuliert. Anschließend erfolgte die Inkubation mit 
80µg/ml Solu–Decortin H, bzw. ohne bei 37°C für 30min. Für die folgende Adhäsion wurden 2 x 
105 PMNC-Zellen für 1h zu dem Monolayer NF gegeben. Die Anzahl adhärenter, unstimulierter 
bzw. FMLP-stimulierter PMNC an NF wurde durch Auszählen bestimmt. Dargestellt ist der 
Mittelwert ± Standardabweichungen der adhärenten Zellen [*p<0,050]. Kein FMLP, kein S: (n=9); 
kein FMLP, S: (n=9); FMLP, kein S: (n=9); FMLP, S: (n=9).  
Unter Nutzung der Thy-1/Thy-1 - Ligand Interaktion ist das in vitro Modell in der 
Lage, die Funktion der mittellang wirksamen anti – inflammatorischen Substanz 
Solu–Decortin H signifikant darzustellen. Das Modell lässt sich erfolgreich an 
humanen dermalen Fibroblasten anwenden. Durch die Fülle an Mediatoren, 
Matrixkomponenten [100] und Adhäsionsmolekülen in Entzündungsprozessen, 




zur weiteren Testung an EC dar, um neu entwickelte anti – inflammatorische 
Substanzen vorzuscannen. 
 
3.6.  Testung der anti - inflammatorischen Substanz Hydrocortison  
Das in vitro Versuchsmodell konnte bisher erfolgreich die signifikante Hemmung 
der Adhäsion von Blutzellen durch anti – inflammatorische Substanzen testen. Ein 
Vertreter der systemisch kurz wirksamen Glukokortikoide, Hydrocortison, soll als 
letztes durch unser Modellsystem abgebildet werden. Shea et. al berichten über 
einen zunehmend, hemmenden Effekt von Hydrocortison auf die Granulozyten-
Chemotaxis innerhalb eines Konzentrationsbereiches zwischen 5–12,5µg/ml [86]. 
Eine Dissertation beschreibt die protektive Intervention durch Gabe von 10µg 
Hydrocortison/ml Perfusat an no-flow Meerschweinchenherzen mit einer 
Ischämiezeit von 10 Minuten, anschließender Reperfusion und Bolus Gabe von 
1ml PMN-Suspension, bzw. 1ml Thrombozyten-Suspension [103]. Hydrocortison 
100 (100mg/2ml; Pharmacia GmbH, Erlangen) wurde für unsere Versuchsreihen 
in den Konzentrationen von 1µg/ml Zellen, 2µg/ml Zellen, 3µg/ml Zellen, 6µg/ml 
Zellen, 7µg/ml Zellen und 8µg/ml in seiner Wirkweise getestet und mit 
neutrophilen Granulozyten gesunder Spender inkubiert.  
 
3.6.1.  Hydrocortison hemmt konzentrationsabhängig die Adhäsion  
 von Granulozyten an Thy-1 
Die Kontrollgruppe (n=14) zeigt eine Thy-1 spezifische Absolutzahl adhärenter 
Zellen (CHO.Thy1 – CHO.vec) mit einem Mittelwert von 60,25±5,97. Durch die 
Inkubation mit 1µg/ml (n=7) Hydrocortison kommt es zu einer nicht signifikanten 
Hemmung der Adhäsion (57,71±5,16) von PMNC an Thy-1. Nach einer 
Steigerung der Konzentration auf 2µg/ml (n=7) Glukokortikoid, kommt es zwar zu 
einer erneuten Adhäsionshemmung (52,29±5,70), welche jedoch noch nicht 
signifikant ausfällt. Erst ab einer Konzentration von 3µg/ml (n=7) zeigt sich ein 
signifikanter [*p<0,050] hemmender Effekt an PMNC (44,64±3,56). Verdoppelt 
man bei Inkubation die Konzentration von Hydrocortison auf 6µg/ml (n=7), zeigt 




PMNC (36,79±4,55). Auch die folgenden Konzentrationen von 7µg/ml 
(22,71±2,55; n=7) und 8µg/ml (13,14±1,92; n=7) Hydrocortison können die zu 
erwartende Adhäsionshemmung von PMNC an Thy-1 signifikant [*p<0,050] 
abbilden.  
Die Konzentrationen von 1 und 2µg/ml des Medikamentes Hydrocortison zeigen 
mit 95,78% und 86,79% des Kontrollwertes nicht signifikante, hemmende Effekte 
der Adhäsion von PMNC an Thy-1. Ab einer Konzentration von 3µg/ml kommt es 
zu einer signifikanten Adhäsionshemmung (74,09% des Kontrollwertes). Zwischen 
den Konzentrationen von 6µg/ml (61,06% des Kontrollwertes) und 7µg/ml (37,69% 
des Kontrollwertes) zeigt sich der größte signifikante Adhäsionsabfall. Erhöht man 
die Konzentration weiter auf 8µg/ml Hydrocortison, zeigt sich mit 21,81% des 
Kontrollwertes wieder eine niedrigere Differenz der Absolutzahl adhärenter Zellen 
im Vergleich zur Vorkonzentration. Zur Durchführung weiterer Modellversuche mit 
dem kurz wirksamen Glukokortikoid Hydrocortison scheint somit die Konzentration 
von 7µg/ml besonders geeignet zu sein. 
 
 
Abb.17: Hydrocortison bewirkt eine konzentrationsabhängige Adhäsionshemmung 
von PMNC an Thy-1. 
Neutrophile Granulozyten (PMNC) wurden über Dichtegradientenzentrifugation von gesunden 




wurden die verschiedenen Konzentrationsansätze bei 37°C für 30min vorinkubiert und bei 
1000U/min für 5min bei 4°C zentrifugiert. Die Adhäsion der PMNC an Thy-1 und vector-
transfizierten Kontrollzellen wurde durch Auszählen bestimmt. Um die Thy-1 spezifische Adhäsion 
darzustellen, wurde die Adhäsion an CHO.vec subtrahiert. Dargestellt ist der Mittelwert ± 
Standardabweichung der adhärenten Zellen [*p<0,050]. Kontrolle: n=14; 1µg/ml: n=7; 2µg/ml: n=7; 
3µg/ml: n=7; 6µg/ml: n=7; 7µg/ml: n=7; 8µg/ml: n=7.  
Durch das in vitro Modellsystem kann eine konzentrationsabhängige Hemmung 
der Adhäsion PMNC durch Hydrocortison abgebildet werden. Bevor weitere 
Modellansätze beginnen können, muß der Vitalitätszustand an neutrophilen 
Granulozyten kontrolliert werden. Die durchflusszytometrische Untersuchung soll 
anhand der Bestimmung PI+Zellen eine Einschätzung geben, ab welcher 
Konzentration Hydrocortison von einem toxischen Einfluss auf PMNC 
ausgegangen werden kann. Das FACS Histogramm zeigt eines von sechs 
voneinander unabhängigen Experimenten (siehe Kapitel 2.6.).  
Die Kontrolle zeigt 9,4% tote Zellen. Durch die Zugabe von 1µg/ml Hydrocortison 
zeigt sich kein negativer Vitalitätseinfluss an PMNC. Steigert man die 
Konzentration Hydrocortison von 2µg/ml über 3µg/ml, 6µg/ml zu 7µg/ml, läßt sich 
durch die FACS-Kontrolle keine negative Vitalitätseinbuße an PMNC nachweisen. 
Ab einer Hydrocortison-Konzentration von 8µg/ml Zellsuspension erhöht sich die 
Anzahl toter PMNC über die Kontrolle auf 9,7% tote Zellen. Dieser 



















Abb.18: FACS Histogramm: Vitalitätskontrolle über die Bestimmung PI+Zellen im 
Durchflusszytometer.  
Granulozyten wurden mit den angegebenen Hydrocortison Konzentrationen vorinkubiert und 
anschließend PI zugegeben. Die Anzahl PI+Zellen wurde im FACS bestimmt. Die Abbildung zeigt 
den Prozent Anteil PI+PMNC der Kontrolle, bzw. der jeweiligen Hydrocortison Konzentrationen.  
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3.6.2.  Hydrocortison hemmt die Thy-1 vermittelte Adhäsion von  
 stimulierten PMNC  
Durch die Thy-1/Thy-1 - Ligand Interaktionen konnte, wie unter 3.6.1. dargestellt, 
eine konzentrationsabhängige und anti - inflammatorische Wirkung von 
Hydrocortison an unstimulierten PMNC gezeigt werden. Das FACS Histogramm 
zeigte die Konzentration von 7µg/ml als geeignete, nicht toxische Konzentration 
für weitere Versuchsreihen.  
Für die folgenden Versuche stellt sich die Aufgabe, die adhäsionshemmende 
Eigenschaft von Hydrocortison an PMNC im stimulierten Zustand nachzuweisen. 
Zunächst wurden neutrophile Granulozyten von gesunden Spendern mit FMLP 
vorinkubiert (siehe 3.4.2., 3.5.2.). FMLP zeigte in den bisherigen Versuchen allein, 
als auch unter Nutzung von Glukokortikoiden keinen toxischen, bzw. negativen 
Einfluss bezüglich der Vitalität an PMNC (siehe 3.3., 3.4.2., 3.4.3., 3.5.2., 3.5.3.).  
Das Versuchsmodell zeigt im Vergleich zur Kontrollgruppe (57,44±6,88; n=16) 
einen signifikanten [*p<0,050] Adhäsionsanstieg von PMNC an Thy-1 durch die 
Zugabe von 40ng/ml FMLP (91,03±21,11; n=16). Betrachtet man den 
unstimulierten Ansatz, zeigt sich im Vergleich zur Kontrollgruppe durch Inkubation 
mit 7µg/ml Hydrocortison eine signifikante [*p<0,050] Hemmung der Adhäsion an 
PMNC (19,93±1,83; n=7). Der stimulierte Modellansatz (91,03±21,11; n=16) ohne 
Glukokortikoid zeigt nach Inkubation mit 7µg/ml Hydrocortison ebenfalls eine 
signifikante [*p<0,050], Thy-1 vermittelte Hemmung der Adhäsion (28,21±3,53; 












Abb.19: Die Stimulation von PMNC durch FMLP erhöht die Thy-1 vermittelte 
Adhäsion, die Hemmung von PMNC durch 7µg/ml Hydrocortison senkt die Thy-1 
vermittelte Adhäsion. 
Neutrophile Granulozyten (PMNC) wurden über Dichtegradientenzentrifugation von gesunden 
Spendern präpariert, ausgezählt und auf die Zelldichte von ca. 4 x 106 Zellen/ml PBS eingestellt. 
Nach Biotinylierung wurden die Granulozyten mit 40ng/ml FMLP oder Medium ohne Zusätze für 
30min bei 37°C stimuliert. Anschließend erfolgte die Inkubation mit 7µg/ml Hydrocortison, bzw. 
ohne bei 37°C für 30min.  Für die folgende Adhäsion wurden 2 x 105 PMNC-Zellen in RPMI 1640 
(ohne Zusatz von FKS)/Well und Ansatz für 1h zu dem Monolayer der jeweiligen CHO.Thy1 – und 
CHO.vec Zellen gegeben. Die Anzahl adhärenter, unstimulierter bzw. FMLP-stimulierter PMNC an 
Thy-1 und vektor-transfizierter CHO-Zellen wurde durch Auszählen bestimmt. Um die Thy-1 
spezifische Adhäsion darzustellen, wurde die Adhäsion an CHO.vec subtrahiert. Dargestellt ist der 
Mittelwert ± Standardabweichung der adhärenten Zellen [*p<0,050]. Kein FMLP, kein H: (n=16); 
kein FMLP, H: (n=7); FMLP, kein H: (n=16); FMLP, H: (n=7).  
 
Das Modellsystem konnte über die Adhäsion PMNC an Thy-1 die anti - 
inflammatorische Wirkung von Hydrocortison im unstimulierten und stimulierten 
Ansatz signifikant abbilden. Zur Vitalitätskontrolle an PMNC erfolgte die 
durchflusszytometrische Untersuchung mittels PI. Das FACS Histogramm bildet 
eins von sechs voneinander unabhängigen, repräsentativen Experimenten ab 




Der Kontrollansatz zeigt in der FACS-Auswertung 9,7% tote PMNC. Durch 
Inkubation mit Hydrocortison zeigt sich im unstimulierten Ansatz keine negative, 
bzw. toxische Vitalitätseinbuße (7,3% avitale Zellen). Stimuliert man PMNC mit 
40ng/ml FMLP, zeigt sich sowohl ohne Glukokortikoid-Einfluss (9,3% avitale 
Zellen) als auch nach Inkubation mit Hydrocortison (9,4% avitale Zellen) kein 









Abb.20: FACS Histogramm : Vitalitätskontrolle über die Bestimmung PI+Zellen im 
Durchflusszytometer. 7µg/ml Hydrocortison und FMLP zeigen keinen toxischen 
Einfluss auf PMNC. 
Das Granulozytenpellet wurde nach Vorinkubation der entsprechenden Hydrocortison 
Konzentration, bzw. 40ng/ml FMLP in PBS resuspendiert und mit PI versetzt. Die PI-Färbung dient 
zur Bestimmung der toten Zellen. Nach Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben direkt 
ausgewertet. Die Abbildung zeigt den Prozent Anteil PI+PMNC der Kontrolle (kein FMLP, kein H), 
des Einflusses von Hydrocortison allein, von FMLP allein, bzw. den Einfluss von beiden in einer 
Probe.  
	  
kein FMLP, kein H    




Die oben aufgeführten Versuche konnten erfolgreich und signifikant [*p<0,050] die 
anti - inflammatorische Wirkung des bekannten, kurz wirksamen Glukokortikoides 
Hydrocortison abbilden. Die Thy-1 vermittelte, konzentrationsabhängige Adhäsion 
an PMNC läßt sowohl im unstimulierten als auch im stimulierten Zustand 
erfolgreich Rückschlüsse auf eine Darstellung des anti - entzündlichen Effektes 
von Pharmaka zu.  
 
3.6.3.  Hydrocortison senkt die Thy-1 vermittelte Adhäsion von  
 PMNC an NF    
In einem nächsten Schritt soll das Modellsystem auf humane dermale FB 
übertragen werden. In den vorangegangenen Versuchen mit Dexamethason 
(siehe Kapitel 3.4.3.) und Solu–Decortin H (siehe Kapitel 3.5.3.) konnten die anti - 
inflammatorischen Wirkungen der Thy-1 vermittelten Adhäsion von PMNC an NF 
signifikant nachgewiesen werden. Die Stimulationsversuche mit 40ng FMLP/ml 
zeigten bisher ebenfalls eine signifikante Stimulation der Thy-1 vermittelten 
Adhäsion PMNC an NF.  
Neutrophile Granulozyten (PMNC) gesunder Spender wurden mit 40ng FMLP/ml 
Zellsuspension vorinkubiert und in einem zweiten Schritt mit 7µg/ml Hydrocortison 
inkubiert (siehe Kapitel 2.3.). Die Abbildung zeigt die Adhäsionsbestimmung von 
PMNC an NF. Zur Darstellung kommt die Absolutzahl adhärenter Zellen. Nach 
einer Zugabe von Hydrocortison zeigt sich im Vergleich zur Kontrollgruppe 
(77,81±14,66; n=26) eine signifikante [*p<0,050] Hemmung der Adhäsion von 
PMNC an NF (37,50±1,99; n=7). Nach Stimulation neutrophiler Granulozyten mit 
FMLP zeigt sich ebenfalls eine signifikante Adhäsionshemmung von PMNC an NF 
durch das Glukokortikoid Hydrocortison (55,14±5,24; n=7). Des Weiteren lässt 
sich im Vergleich zur Kontrollgruppe eine erfolgreiche, signifikante [*p<0,050] 
Stimulation der Adhäsion von PMNC an NF durch Vorinkubation mit 40ng 







Abb.21: Die Hemmung von PMNC an NF durch 7µg/ml Hydrocortison senkt die Thy-
1 vermittelte Adhäsion, die Stimulation von PMNC an NF durch FMLP erhöht die 
Thy-1 vermittelte Adhäsion. 
Neutrophile Granulozyten (PMNC) wurden über Dichtegradientenzentrifugation von gesunden 
Spendern präpariert. Nach Biotinylierung wurden die Granulozyten mit 40ng/ml FMLP oder 
Medium ohne Zusätze für 30min bei 37°C stimuliert. Anschließend erfolgte die Inkubation mit 
7µg/ml Hydrocortison, bzw. ohne bei 37°C für 30min. Für die folgende Adhäsion wurden 2 x 105 
PMNC-Zellen für 1h zu dem Monolayer NF gegeben. Die Anzahl adhärenter, unstimulierter bzw. 
FMLP-stimulierter PMNC an NF wurde durch Auszählen bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert ± 
Standardabweichungen der adhärenten Zellen [*p<0,050]. Kein FMLP, kein H: (n=26); kein FMLP, 
H: (n=7); FMLP, kein H: (n=26); FMLP, H: (n=7).  
 
Thy-1 stellt als wichtiger Rezeptor für MAC-1 in Bezug auf Entzündungsreaktionen 
ein wichtiges Adhäsionsmolekül dar, das eine entscheidende Rolle bei der 
Rekrutierung von Leukozyten in Entzündungsprozessen [25,82] spielt. Unter 
Nutzung Thy-1 transfizierter Zellen (CHO.Thy1) und Kontrollzellen (CHO.vec) 
wurde ein einfaches in vitro Versuchsmodell angewendet, welches diesen Teil der 
komplexen Adhäsionskaskade in einer Entzündungsreaktion nachahmt. Die 
Ergebnisse zeigen, dass bekannte anti - inflammatorische Substanzen wie die 
Glukokortikoide die Thy-1 abhängige Adhäsion von unstimulierten und stimulierten 




Ergebnisse auf NF, sind weiterführende Studien an EC aussichtsreich. Gelingt der 
Nachweis eines anti - inflammatorischen Effektes von Glukokortikoiden durch 
unser Modellsystem auch an EC, bieten sich in Zukunft neue und einfache 
Möglichkeiten, neu entwickelte Medikamente auf anti - entzündliche 
Wirkpotentiale und Wirkmechanismen in vitro zu testen, bzw. vorzuscannen.  
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4.  Diskussion   
4.1.  Bedeutung des Endothels und seiner Adhäsionsmoleküle  
 für die Kontrolle einer Entzündung und das Auswandern von  
 Immunzellen als Voraussetzung für eine Immunreaktion  
Kommt es in einem komplexen Organismus zu einer akuten Entzündungsreaktion 
durch eine Gewebsverletzung oder Infektion, müssen Neutrophile mobilisiert und 
aktiviert werden, um den Triggerreiz erfolgreich eliminieren zu können. Innerhalb 
von Minuten bis Stunden entsteht durch den Erwerb neuer Kapazitäten in der 
ruhenden Endothelzelle eine Typ-I-Aktivierung bzw. Stimulation, und zeitversetzt 
die Typ-II-Aktivierung durch neue Genexpression [104,105]. Bei beiden 
Aktivierungsantworten werden die vier kardialen Entzündungszeichen ausgelöst. 
Im Entzündungsgebiet kommt es zu einer lokal erhöhten Durchblutung mit Calor, 
Rubor, Tumor und Dolor. Der Schmerz wird durch Mediatoren an C-Typ 
sensorischen Nervenfasern von Leukozyten freigesetzt. Die Typ-I-Aktivierung von 
Endothelzellen wird nach maximal 20 Minuten durch eine Rezeptor-
Desensibilisierung an heterotrimären GPCRs limitiert [104,106]. Um den Grad der 
Entzündung mit seiner Neutrophilen-Extravasation nicht zu begrenzen, wird von 
unserem Organismus eine anhaltende Endothelzellaktivierung (Typ-II-Aktivierung) 
über TNF und IL-1 vermittelt, die von aktivierten Leukozyten freigesetzt wurde 
[104,105]. Sie stimulieren venuläre Endothelzellen, das Aktin- und Tubulin-
Zytoskelett neu zu ordnen. Dabei entstehen Lücken zwischen den benachbarten 
Zellen [104,107,108], über diese es nach Stunden im Entzündungsgebiet zu 
einem Durchblutungsanstieg mit erhöhtem vaskulären Verlust von 
Plasmaproteinen und Anstieg der Leukozyten Rekrutierung kommt. Die 
Leukozyten Rekrutierung wird u.a. über Chemokine wie IL-8 (CXCL8) und 
Adhäsionsmoleküle, wie das E-Selektin gesteuert [104,109]. Sie ist über die Typ-
II-Aktivierung viel effektiver. IL-8 induziert über das Lösen fester Verbindungen 
von Neutrophilen an Endothelzellen die Diapedese ins Gewebe aus. Auch die 
Aufnahme und Präsentation zellfremder Chemokine ist auf der 
Endothelzelloberfläche über Heparansulfat Proteoglykane möglich. Über COX2 ist 
ein effizienterer Durchsatz der PGI2-Synthese möglich. Nach 6-24 Stunden 
[104,110] kommt es durch Zytokinaktivierung venulärer Endothelzellen zu einer 
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erhöhten Expression von VCAM1 und ICAM1. Die Bildung weiterer Chemokine 
führt zu einer Expressionsänderung von Adhäsionsmolekülen und 
Neutrophilenanreicherung. In vitro Studien konnten erfolgreich zeigen, dass 
Endothelzellen über die Stimulation mit IL-1 und TNF-α zu einer vermehrten 
Expression von ICAM-1, VCAM-1 und ELAM-1 führen [111-114].  
Eine zentrale Rolle bei der ersten Abwehr von Infektion und Entzündung spielt das 
Zusammenspiel von phagozytierenden, neutrophilen Granulozyten und dem 
Endothel. Der Granulozyt muss aus postkapillären Venolen emigrieren, um zum 
Infektfokus ins Gewebe auswandern zu können. Nach erstem Kontakt wird direkt 
aus Zytokin-aktivierten Endothelzellen P-Selektin freigesetzt. Nach 4-6h wird E-
Selektin an der Gefäßwandoberfläche neu synthetisiert und exprimiert. Über die 
Interaktion zwischen Granulozytenoberfläche (ein Glykoprotein mit fukosylierten 
Strukturen) und P-/E-Selektinen kommt es zu einer verlangsamten 
Gewebepassage, welche einen langen Kontakt zwischen Granulozyt, 
Chemokinen der Endothelzelle (u.a. Interleukin 8) und anderen 
Entzündungsmediatoren begünstigt. Über Interleukin 8 kommt es zu einer 
Aktivierung der Adhäsionsmoleküle der Leukozyten-ß2-Integrine (v.a. CD11a/CD18, 
CD11b/CD18), die zu einer starken Adhäsion an endotheliale Liganden 
ICAM1/ICAM2 führen und damit die Diapedese einleiten [115]. Die Tragweite des 
Zusammenspieles zwischen Adhäsionsmolekülen vaskulärer Endothelzellen und 
Granulozyt (erster Endothelkontakt über Scherkräfte -> Bindung von 
Oberflächenmolekülen der Granulozyten an Selektin-Liganden des Endothels -> 
Induktion der Exprimierung von Integrinen auf dem Endothel zur festen Bindung) 
zeigt sich an Adhäsionsproteindefekten wie LAD I, II und III. Bei LAD I kann die 
gemeinsame ß-Kette (β2-Leukozyten Integrin, CD18) von 4 heterodimeren 
Adhäsionsmolekülen nicht gebildet werden. Damit ist eine Expression der 
assoziierten α-Ketten (CD11a,b,c,d) ebenfalls nicht möglich. Es handelt sich um 
eine autosomal rezessiv vererbte Mutation im ITGB2-Gen, welche CD18 kodiert. 
Dieses Protein bewirkt durch seinen Mangel auf Zelloberflächenrezeptor-
Komplexen, LFA-1 (zentrale Rolle bei Zellaktivierung und Transmigration), CR-3 
und CR-4 eine schlechte Neutrophilenhaftung mit hämorrhagischer Diathese, 
Verschlechterung der Immunzellinteraktion und –erkennung, gestörte Chemotaxis, 
Phagozytose und Respiratory Burst. Folgen sind lebensbedrohliche, 
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wiederkehrende Infektionen mit Todesfolge in der frühen Kindheit, ein verzögertes 
Abfallen der Nabelschnur, Parodontitis, Neutrophilie, Gewebsneutropenie und 
Wundheilungsstörungen. Die Therapie besteht in einer 
Knochenmarktransplantation [115-119]. LAD II zeigt Komplikationen an Selektin-
Rezeptoren und deren fukosylierenden Liganden auf. Es handelt sich um eine 
autosomal rezessiv vererbte Mutation im FUCT1-Gen, welche eine 
Stoffwechselstörung des Monosaccharides L-Fucose bedingt. Es kommt zu einer 
Fucosylierungsstörung von Fucosyl-Glykoproteinen (Sialyl-Lewis X = CD15s; 
zentrale Rolle beim Rolling) durch genetischen Defekt/Mutation am GDP-Fucose 
Transporter. Somit erfolgt kein Transport von GDP-Fucose aus dem Zytosol in 
den Golgi-Apparat für dort stattfindende Prozesse. Klinisch zeigen sich eine 
Infektneigung, dauerhafte Leukozytose, Kleinwuchs, schwere psychomotorische 
Retardierung, fehlende Sprachentwicklung, Krampfneigung und keine AB0-
Blutgruppe (Bombay-Phänotyp). LAD II wird durch eine orale Gabe von L-Fucose 
therapiert, wobei die psychomotorische Retardierung damit nur  unwesentlich 
beeinflusst werden kann. LAD III ist ebenfalls eine autosomal rezessiv vererbte 
Erkrankung mit einer gestörten Rap1-Aktivierung der ß1-3-Integrine, d.h. auf der 
Granulozytenoberfläche können die Leukozyten Integrine CD11a-d/CD18 
exprimiert, aber nicht durch Chemokine aktiviert werden. Über ß3-Integrin-
Kollagenrezeptoren zeigt sich auch ein negativer Einfluss auf die Thrombozyten 
Aktivierung (Glanzmann-Typ Thrombozytopathie). Molekulare Analysen ergaben 
eine Mutation im Kindlin-3-Gen [115,118,119]. Klinisch zeigen sich schwere 
Infektionen, hämorrhagischer Diathese, psychomotorische Retardierung oder 
Wachstumsverzögerung. Therapie der Wahl ist hier die 
Knochenmarktransplantation.  
Ein gesundes Immunsystem stellt eine Balance aus immunsuppressiven und 
immunisierenden Mechanismen dar. Ist es dem Organismus nicht möglich, 
Zelltrümmer und Mikroben zu entfernen, und ist eine adaptive Immunantwort 
durch Dauerstimulation aktiviert, kommt es zu einer Chronifizierung des 
Entzündungsprozesses mit Beteiligung spezialisierter Effektor-Zellen [104]. 
Chronisch-entzündliche Erkrankungen wie Asthma, Rheuma, Psoriasis und 
Allergien unterhalten ihre Pathogenität durch massives und unphysiologisches 
Einwandern von Zellen ins Gewebe. Es kommt zur homöostatischen Inbalance 
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zwischen aktivierten Fibroblasten, Stromazellen, immigrierten Leukozyten, 
Matrixkomponenten, Zytokinen und Chemokinen. Leukozyten können lebenslang 
verweilen und überleben [91,120]. Ein Überangebot an Chemokinen und 
Adhäsionsmolekülen kann also eine Erkrankung auslösen und unterhalten. Diese 
Tatsache korreliert mit Untersuchungen an Psoriasis Patienten, welche ebenfalls 
eine verstärkte Adhäsion von PMNC an der Epidermis nachwiesen [121]. Es 
wurde beim „inflammatorischen“ Phänotyp der Fibroblasten in rheumatoiden 
Gelenken beobachtet, dass dieser in der Lage ist, eine erhöhte Differenzierung 
und Akkumulation von Leukozyten zu induzieren [98]. Andere Psoriasis-Studien 
zeigen des Weiteren eine erhöhte Konzentration von Chemokinen und 
Adhäsionsmolekülen (Thy-1) im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe [60]. 
Dieses in vitro Versuchsmodell nutzte die Möglichkeit zur Hemmung von 
Entzündungsreaktionen durch eine systemische Therapie mit Ciclosporin oder 
Methotrexat, bzw. unter Standardtherapie mit Dithranol, UVB und externen 
Steroiden. Es zeigte sich ein signifikant hemmender Effekt bezüglich der Adhäsion 
PMNC von Psoriasis-Patienten an Thy-1 unter Therapie. Ciclosporin und 
Methotrexat konnten ihre immunsuppressive und damit stabilisierende Wirkweise 
auf chronische Entzündungsreaktionen untermauern. Andere Modellsysteme 
nutzen unter großem Aufwand und hohen Kosten für Tierversuche Apremilast.  
Apremilast, als ein cAMP-Phosphodiesterase-4-Inhibitor, konnte in seiner 
hemmenden Wirkweise auf pro-entzündliche Reaktionen der humanen primären 
PBMC, polymorphkernigen Zellen, NK und epidermale Keratinozyten in vitro 
untersucht werden [122]. Es konnte in humanen PBMCs mit LPS eine hemmende 
Wirkung auf die Produktion von Zytokinen und Chemokinen, v.a. für IP-10, IFN-γ, 
MIG, TNF-α, IL-12p70, MIP-1a, MCP-1 und GM–CSF, jedoch nicht für IL-8, IL-1b, 
RANTES, IL-10 und IL-6 nachgewiesen werden. Die größte Wirksamkeit wurde 
gegen die Interferon-abhängigen Chemokine IP-10, MIG und IFN-γ beobachtet. In 
vivo zeigte Apremilast an xenotransplantierten beige–SCID-Mäusen und 
Psoriasis-Patienten eine deutlich reduzierte epidermale Dicke und Proliferation mit 
reduziertem,  histopathologischem Erscheinungsbild der Psoriasis-Funktionen und 
reduzierter Expression von TNF-α, Human-Leukozyten-Antigen-DR und ICAM-1 in 
der verletzten Haut. Andere Psoriasis Xenograft-SCID-Maus Modelle zeigten ca. 
10 Tage nach Transplantation von Psoriasis-Plaque (PP Haut; mit oder ohne Pre- 
Aktivierung z. B. Superantigen-Stimulation) und anschließender, systemisch oder 
DISKUSSION   
___________________________________________________________________________________ 
68 
intraläsional verabreichter Dosis Dexamethason (1mg/kg für 3 Wochen) eine 
Normalisierung der Epidermis und seiner Hautstrukturen [123]. 
Man sollte jedoch abwägen, ob man durch o.g. [60] und bewährte, vereinfachte 
Modellsysteme wie die Nutzung des Adhäsionsmoleküles Thy-1, möglichst schnell 
und kostengünstig sowohl Effekte bezüglich der Adhäsion an PMNC von 
Psoriasis-Patienten unter Therapie, als auch zur Morphologie chronischer 
Hauterkrankungen erlangen und einschätzen kann. Unser Modell bietet die 
Möglichkeit, potentiell anti – inflammatorische Substanzen in ihrer Wirkweise 
vorscreenen zu können, um die Anzahl an folgende Tierversuche einengen zu 
können. Der hohe Grad an Reproduzierbarkeit durch Stimulation PMNC über 
FMLP und eine minimale Manipulation durch die Behandlung mit anti - 
inflammatorischen Substanzen bieten eine optimale Screening-Voraussetzung. In 
vivo Tierversuche (limitierter Zugriff auf gentechnisch veränderte Tiere, langes 
Vorläuferstadium mit der Möglichkeit zusätzlicher Allgemeinerkrankungen, 
unterschiedliche Transgen-Kopien Zahl, unzureichend identifizierte 
Umweltfaktoren, optimale Zuchthaltung, Tierschutz) können somit auf ein 
Minimum beschränkt werden.  
 
4.2. Bedeutung und Funktion des Thy-1 auf aktivierten 
  Endothelzellen als Aktivitätsmarker für PMNC   
Aus den Speichergranula der Granulozyten und Monozyten wird durch eine 
Entzündungsreaktion MAC-1 freigesetzt [124]. Seine Aufgabe besteht u.a. darin, 
das Selektin-vermittelte Rollen der Leukozyten durch stabilisieren und 
unterstützen einer festen Bindung über mehrere Minuten weiter zu drosseln, bis 
eine feste Adhäsion der Gefäßwand erreicht ist [125]. Außerdem trägt es zur 
Emigration aus Blutgefäßen bei [126]. Die Extravasation von Leukozyten aus dem 
Blutkreislauf in das Entzündungsgebiet wurde anfangs u.a. durch den 
Bindungsmechanismus zwischen dem β2-Integrin MAC-1 und dem von 
Endothelzellen exprimierten Liganden ICAM-1 und iC3b begründet [81]. Es zeigte 
sich, dass das humane Thy-1 ebenfalls ein wichtiger Interaktionspartner des MAC-
1 ist, welcher bei inflammatorischen Prozessen v.a. bei Adhäsion und 
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Transmigration von Leukozyten involviert ist [25]; d.h. es kam zu einer Thy-1 
Expression, wenn es sich um aktivierte Endothelzellen handelte. Bisher konnte 
nach Adhäsion von  Neutrophilen an Thy-1 eine erhöhte Freisetzung von MMP-9 
und CXCL8 nachgewiesen werden. MMP-9 führt zu einer verbesserten Migration 
von Neutrophilen durch Kollagen-IV und Matrixgel, d.h. über Matrixmetalloproteine 
können PMNC auf stimuliertem Endothel besser durch die Basalmembran ins 
umliegende Gewebe penetrieren. Chemokine, wie z.B. IL-8 stimulieren 
neutrophile Granulozyten zur Freisetzung des antimikrobiellen Proteins PMN-
Elastase [127,128] in extrazellulär faserige Matrix; sog. NETs (Neutrophil 
Extracellular Traps). Gleichzeitig halten Chemokine über Anlocken weiterer 
Granulozyten eine Entzündungsreaktion aufrecht. Saalbach et al. bestätigen eine 
erhöhte Expression von Thy-1 bei Zellaktivierung [40,48] im Gewebe. Studien an 
Psoriasis-Patienten zeigten signifikante Adhäsionsdifferenzen zwischen PMNC 
von Psoriasis-Patienten und PMNC Gesunder an Thy-1 [60]. ICAM-1 konnte bei 
diesem Vergleichsmodell keine signifikante Adhäsionsdifferenz zwischen 
psoriatischen PMNC im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe aufweisen. Das 
differente Verhalten von ICAM-1 und Thy-1 legt den Verdacht nahe, dass beide 
jeweils an verschiedene Bindungsstellen der I-Domäne des MAC-1 binden. Diese 
Interaktion für Thy-1 konnte in Versuchen dargestellt werden [25]. Die exakte 
Bindungsstelle des Thy-1 an der I-Domäne ist jedoch unbekannt. Nach Gabe 
einer Anti-Psoriasis-Standart-Therapie (Dithranol, externen Steroiden, UVB-
Bestrahlung über 2 Wochen)  an 19 Psoriasis-Patienten zeigte sich ebenfalls ein 
signifikanter, regredienter Verlauf der Adhäsion von Psoriasis-PMNC an Thy-1 
(die Thy-1 spezifische Adhäsion nähert sich dem Level der Gesunden). Es zeigte 
sich eine Korrelation der PMNC-Adhäsion im Therapieverlauf mit dem 
Krankheitsstatus (PASI), d.h. alle 19 Psoriasis-Patienten zeigten eine PASI-
Reduktion von mindestens 60% [60,83,129]. Da der PASI-Wert im Mittel durch 
Therapie sank, konnten Rückschlüsse auf die Krankheitsaktivität der Psoriasis 
[83] gezogen werden. Bei Therapieversagern und schnell rückläufigen 
Erkrankungsverläufen der Psoriasis zeigte sich keine Veränderung im 
Adhäsionsverhalten von PMNC an Thy-1. Über eine ICAM-1/MAC-1 Interaktion 
konnte im Gegensatz dazu keine Adhäsionsänderung PMNC an ICAM-1 durch 
Anti-Psoriasis-Standard-Therapie nachgewiesen werden. Eine erhöhte Adhäsion 
von PMNC bei Psoriasis-Patienten zeigte sich ebenfalls im Zusammenhang mit 
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künstlichen Oberflächen [130,131]. Wichtig für die Unterscheidung zwischen dem 
Adhäsionsverhalten PMNC Gesunder versus PMNC von Psoriasis-Patienten ist 
die Wahl der zu untersuchenden Adhäsionsmechanismen. Versuche an 
Endothelzellen der menschlichen Nabelschnurvene zeigten beispielsweise keinen 
Adhäsionsunterschied zwischen PMNC-Gesunden und PMNC-Psoriatikern 
[132,133]. Hierbei ist zu bedenken, dass die EC der menschlichen 
Nabelschnurvene auf ihrer Endothelzelloberfläche ICAM-1, aber kein Thy-1 
exprimieren. Das humane Thy-1 stellt somit ein wichtiges Adhäsionsmolekül auf 
aktivierten, mikrovaskulären Endothelzellen dar, welches über eine Bindung mit 
dem Leukozyten Integrin MAC-1 (CD11b/CD18) eine Adhäsion von neutrophilen 
Granulozyten und Monozyten ermöglicht [25,82]. Durch diese Thy-1/MAC-1 
Interkation ist ein weiterer, ICAM-1 unabhängiger Mechanismus für PMNC auf 
aktiviertem Endothel [60,83,129] identifiziert worden. 
Aufbauend auf diesen Daten stellte sich die Frage, ob diese Thy-1/Thy-1 - Ligand 
Interaktion als Aktivitätsmarker für PMNC herangezogen werden kann. Wir 
machten uns diese Thy-1/Thy-1 - Ligand Interaktion zum Aufbau des Modells 
zunutze. Dabei wurden CHO stabil mit Thy-1 cDNA transfiziert und stabil Thy-1-
exprimierende Zellen durch Antibiotikazugabe selektiert [62]. Als Kontrolle wurden 
Zellen mit einem Kontrollvektor ohne Thy-1-cDNA transfiziert. Die Expression des 
Thy-1 wurde durch die Analyse des etablierten Thy-1 spezifischen monoklonalen 
AK AS02 mittels Durchflusszytometrie kontrolliert. Die Adhäsion von PMNC an 
diese Zellen wurde in einem Zelladhäsionsassay bestimmt. Zum Ausschluss Thy-
1 unspezifischer Bindungen wurde die Adhäsion der Kontrollzellen von den stabil 
Thy-1 exprimierenden CHO-Zellen jeweils subtrahiert. Weiterhin wurden 
Fibroblasten (die u.a. Thy-1 konstitutiv auf ihrer Oberfläche exprimieren) 
verwendet. Über die Verwendung der Fibroblasten sollten die in einem einfachen 
System erhaltenen Daten in ein komplexeres System validiert werden. Unser 
Modell konnte erfolgreich eine verstärkte Adhäsion von aktivierten PMNC im 
Vergleich zu unstimulierten PMNC an Thy-1 beobachten (siehe 3.3).  
Zur Aktivierung der Leukozyten wurde N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine 
(FMLP) genutzt. Er stellt als physiologischer Agonist des FMLP-Rezeptors auf der 
Leukozytenoberfläche einen der Schlüsselfaktoren der Neutrophilenaktivierung 
und –migration [134] dar. Dieser Mechanismus wurde bereits an TNF-α und IL-1α 
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an Gefäßendothelien nachgewiesen [60,135,136]. FMLP bindet an seinen G-
Protein-gebundenen Rezeptor. Dadurch kommt es zu einer Aktivierung von 
Phospholipase C, Phosphoinositol-3-Kinase und Adenylzyklase. Phospholipase C 
seinerseits führt zur Bildung von Inositoltriphosphat, welches die Freisetzung von 
Kalzium Ionen (Ca2+) aus intrazellulären Speichern fördert und damit die 
Proteinkinase C aktiviert [137]. Über diese Aktivierung der Leukozyten wird die 
Ausbildung von PSGL-1 und L-Selektin down reguliert und die β2-Integrine 
CD11a/CD18 und CD11b/CD18 werden vermehrt exprimiert [134,137]. Nach 
Aktivierung von PMNC über lösliche Faktoren kommt es zu einer 
Konformationsänderung an MAC-1 [60] und zu seiner Aktivierung. In vielen 
Forschungsarbeiten findet sich der Einsatz von FMLP zur Aktivierung von 
Leukozyten. Eine Psoriasis-Studie nutzte die Konzentration von 100nM FMLP bei 
30min und 37°C Vorinkubation [60]. Durch FMLP konnte an PMNC gesunder 
Kontrollpersonen die Adhäsion PMNC an Thy-1 transfizierten CHO-Zellen 
erfolgreich und signifikant erhöht werden. In vitro Testmodelle konnten durch den 
positiven Einfluss von FMLP auf MAC-1 (CD11b/CD18) eine Aktivierung der 
Adhäsionsmoleküle bestätigen. Das Testmodell zur Einschätzung der 
Narkosegase Sevofluran und Desfluran auf die Ausbildung der Selektine und ß2-
Integrine wurde an unstimulierten und stimulierten Granulozyten (u.a. 20µl FMLP, 
bzw. 20µl PMA auf 980µl des Kontrollblutes bei einer Stimulationszeit von 5min 
bei 37°C) getestet [138]. Die Aktivierung der Adhäsionsmoleküle wurde u.a. durch 
den AK gegen CD11b (CD11b-PE, Klon ICRF44 (44) von BD Pharmingen, 
Heidelberg, Deutschland) gemessen. Es zeigte sich, dass nur die FMLP- und nicht 
die PMA-induzierte Aktivierung von PMNC mit einer Hochregulierung von CD11b 
durch Isofluran verhindert werden konnte. Isofluran scheint die Signalkaskade vor 
der Proteinkinase C zu blockieren oder einen Proteinkinase C-unabhängigen 
Mechanismus zu verändern [139]. Die erfolgreiche Nutzung von FMLP zur 
Stimulation von PMNC (imitieren einer entzündlichen Reaktion) untermauert 
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4.3. Nutzung der Thy1/Thy-1 - Ligand Interaktion zur Untersuchung 
  anti - inflammatorischer Effekte  
Zentrales Ziel dieser Arbeit war nun zu prüfen, ob mit diesem einfachen 
Modellsystem die anti - inflammatorische Aktivität von Substanzen getestet 
werden und ein Vorscreening potentiell interessanter Substanzen in vitro erfolgen 
kann. Um dieses Potential zu testen, wurden bekannte anti - inflammatorische 
Substanzen ausgewählt und ihre Effekte auf die Thy-1 vermittelte Adhäsion an 
PMNC untersucht. 
Aufgrund des bekannten breiten Wirkspektrums an anti - inflammatorischer und 
immunsuppressiver Wirkung wurden Glukokortikoiden als Positivkontrolle genutzt. 
Aus den verschiedenen synthetischen Derivaten wurde jeweils ein bekannter 
Vertreter ausgewählt, d.h. für systemisch lang wirksame Glukokortikoide 
Dexamethason = Fortecortin Inject, für mittellang wirksame Glukokortikoide Solu-
Decortin H – Prednisolon-21-hydrogensuccinat-Na und für kurz wirksame 
Glukokortikoide Hydrocortison 100.  
 
4.4.  Allgemeine Wirkmechanismen der Glukokortikoide und deren 
  Einfluss auf PMNC 
Glukokortikoide werden in ihrer Dosierung entsprechend ihres klinischen 
Zustandes eingesetzt. Handelt es sich um einen akuten Erkrankungsschub einer 
Entzündungsreaktion, sind hochdosierte Stoßtherapien nötig. Hierbei werden bis 
zu 1g/d Methylprednisolon oder Prednisolon i.v. über 30-45min an drei 
aufeinanderfolgenden Tagen infundiert [140]. Die Höchstdosis ist bei Tagesdosen 
oberhalb 1 bis max. 3g Prednisolonäquivalent angegeben. Glukokortikoide wirken 
in niedriger Dosierung über rezeptorvermittelte Mechanismen, bei 
immunologischen Abläufen zusätzlich über Zell-Zell-Interaktionen und 
Verminderung von Endothelzellschädigungen [141,142]. Man geht davon aus, 
dass bereits bei einer i.v. Gabe von geringen Mengen, d.h. maximal 200-300mg 
Prednisolonäquivalent alle Glukokortikoid Rezeptoren eines Individuums besetzt 
sind. Eine weitere Dosissteigerung nutzt folglich andere Wirkmechanismen [143].  
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Die Sofortwirkung von Glukokortikoiden erfolgt durch ihren Einbau in die 
Zellmembran [64,67], bzw. über eine membranständige Rezeptorvermittlung 
[64,69,70] unter direkter physikochemischer Einflussnahme [71-75]. Durch den 
Einbau von Glukokortikoiden in die Zellmembran wird eine 
„membranstabilisierende Wirkung“ mit Änderung physikochemischer 
Eigenschaften induziert [71-75,143]. In vitro Studien konnten durch eine hohe 
Glukokortikoid Konzentration eine negative Einflussnahme auf die Permeabilität 
biologischer Membranen für Kationen nachweisen [64,76-78]. Eine direkte 
Membranwirkung mit verbesserter Membranstabilität konnte durch hoch dosierte 
Glukokortikoide in einem Tierexperiment an Erythrozyten bestätigt werden [64,79]. 
Lamche et al. diskutierten eine Membranstabilisierung durch Reduktion der 
Membranfluidität [144]. Ein weiterer Gesichtspunkt ist die Beobachtung, dass 
durch hoch dosierte Glukokortikoidgaben eine Hemmung der 
Sauerstoffradikalfreisetzung ausgelöst wird, d.h. eine direkte Stabilisierung des 
Gefäßendothels erfolgt [142,143]. In vitro Studien an B- und T-Lymphozyten [145-
147] fanden durch Methylprednisolon ausgelöste, energiebildende- und 
verbrauchende Sekundeneffekte an T-Lymphozyten und Ehrlich-Aszites-
Tumorzellen [71-73]. Glukokortikoide waren innerhalb kürzester Zeit in der Lage, 
den Kationentransport über die Membran zu minimieren, den zellulären 
Phospholipid - Turn Over zu hemmen, ohne Wirkungseinfluss auf die 
Proteinsynthese [143,148] zu haben. Ein Anstieg der intrazellulären Ca2+-
Konzentration kann durch Glukokortikoide zu einer Abschwächung der akuten 
Immunantwort führen. Man konnte feststellen, dass Methylprednisolon eine 
wichtige Rolle bei der Aktivierung und seiner Aufrechterhaltung von Lymphozyten 
einnimmt. Die zusätzliche, hemmende Sofortwirkung auf überschießende 
Immunabläufe ist additiv zu den rezeptorvermittelten Wirkungen zu sehen, d.h. sie 
trägt eine entscheidende Rolle für das Ende der Schubsymptomatik [143]. Durch 
einen hemmenden Einfluss auf die Bildung von L-Selektin an zirkulierende 
Lymphozyten und in Bezug auf die Lymphozytenbildung selbst, kommt es 
innerhalb kurzer Zeit zur Reduzierung der Lymphozytenzahl. Glukokortikoide 
vermindern ebenfalls die Anzahl von Mastzellen und führen zu einer Hemmung 
ihrer Degranulation, d.h. Freisetzung von Entzündungsmediatoren wie Histamin, 
TNF-α, PAF, Serotonin, Leukotriene oder Prostaglandine. 
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Die signifikante Hemmung einer Neutrophilenaktivität und ihrer PMN-Elastase 
durch den Einfluss von Glukokortikoiden wurde schon früh erkannt und läuft mit 
unseren Ergebnissen konform [149,150]. Sein bekannter anti - inflammatorischer 
und immunsuppressiver Effekt in Form von Reduktion der Lymphozytenzahl und –
funktion [151] konnte in einem Tierexperiment an Hamstern nachgewiesen 
werden. Hier zeigte sich nach Prednisolon-Therapie bei Kolitis eine Verminderung 
der Elastaseaktivität [152]. Bei Myelodysplasie zeigten Patienten mit 
vermindertem Elastaseplasmaspiegel durch Decortingaben einen Wiederanstieg 
von Elastase-α1-proteinase-Inhibitor (E-α1PI) [153]. Durch Glukokortikoide wird 
IL-8 gehemmt. Da IL-8 neutrophile Granulozyten zur Elastaseabgabe stimuliert 
[127], wird durch seine Hemmung auch eine verminderte PMN-Elastase 
freigesetzt. Andere Mausmodelle zeigten nach einer Entfernung der Nebenniere 
und nach Stimulation des Immunsystems durch LPS erhöhte TNF-α und IL-6 
Spiegel, welche durch hohe Dexamethason-Applikation vor LPS-Stimulation 
verhindert werden konnten [154]. 
In Bezug auf Adhäsionsprozesse und ihre Wirkung auf Entzündungsprozesse 
muss auf die Schutzfunktion [155] und protektive Wirkung der endothelialen 
Glykokalyx hingewiesen werden. Diese Wirkung wurde durch Vorbehandlung mit 
Hydrocortison und Antithrombin anhand Meerschweinherzen nachgewiesen [103]. 
Eine Vorbehandlung mit Hydrocortison senkte hier die postischämische 
intrakoronare Adhäsion PMNC signifikant und näherte sich den Basalwerten ohne 
Ischämie. Des Weiteren bewirken Glukokortikoide an neutrophilen Granulozyten 
ihre erhöhte Freisetzung aus dem Knochenmark und Störung bei der Adhärenz an 
die Gefäßwand. Dieser Effekt ist über eine Hemmung der Ausbildung von 
Adhäsionsmolekülen wie ELAM-1  und ICAM-1 und der Hemmung pro - 
inflammatorischer Interleukine (v.a. IL-8-Bildung) möglich. Es kommt zur 
Hemmung der Gewebsinfiltration von Neutrophilen. Glukokortikoide vermindern 
die Interleukin Produktion (z.B. IL-1-Produktion aus eosinophilen Granulozyten) 
vielfältig und führen damit zu einer verminderten Produktion von 
Adhäsionsmolekülen. 1995 beschrieb Burton et al. eine dramatische 
Herabregulierung von L-Selektin und CD18 Adhäsionsmolekülen auf Rinder-
Neutrophilen [156] durch die anti - inflammatorische Wirkung von Dexamethason 
und Kortisol. Bis 8h nach der ersten Dexamethason-Injektion kam es zu einer 
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massiven Herabregulierung von L-Selektin, die bis zu 48h nach der dritten 
Injektion anhielt. In diesem Zeitraum kam es zu einer Leukozytose und 
Neutrophilie. Die CD18-Herabregulierung verzögerte sich während 16h nach der 
zweiten Dexamethason-Injektion und blieb bis zu acht Tage bestehen. Eine 
weitere Studie verglich mittels Fluoreszenz die Wirkung von Kortikoiden an den 
Adhäsionsmolekülen CD11b, CD18 und CD62L bei Neugeborenen mit 
bronchopulmonaler Dysplasie im Vergleich zu gesunden Neugeborenen. Dabei 
waren von 40 Neugeborenen 11 Neugeborene mit 36 Wochen 
sauerstoffabhängig, 16 Neugeborene zeigten nach 28 Tagen – jedoch nicht mehr 
nach 36 Wochen – Sauerstoffabhängigkeit. 13 Kinder zeigten keine Symptome 
einer bronchopulmonalen Dysplasie. 17 Neugeborene wurden mit einer 
sechsttägigen Dexamethason-Behandlung therapiert. Es zeigte sich bei 
Neugeborenen mit bronchopulmonaler Dysplasie eine signifikant herabgesetzte 
CD18- und CD62L-Expression auf Neutrophilen und an den Tagen 1-28 eine 
signifikant herabgesetzte CD18-Expression auf Monozyten. Nach Dexamethason-
Therapie zeigte sich ein weiterer, signifikanter Abfall der Expression von CD11b, 
CD18 und CD62L auf Neutrophilen, bzw. eine verringerte CD11- und CD18-
Expression auf Monozyten [157]. Dexamethason scheint die Leukozytenzahl und 
Extravasation über die CD11b/CD18-Expression zu reduzieren. Über eine 
verminderte Expression von CD11b/CD18 könnte Dexamethason auch einen 
indirekten Einfluss auf die Toll/IL-1-Rezeptor-Familie artige Kaskade NF-ϰB-
Aktivität haben, da das Leukozyten-Integrin MAC-1 (αMβ2, CD11b/CD18) eine 
Toll/IL-1-Rezeptor-Familie artige Kaskade mobilisiert, um die NF-ϰB Aktivität zu 
modifizieren [158]. Dexamethason könnte über diesen Weg, durch Integrin-
abhängige Modulation, auf die Genexpression Einfluss nehmen.  
Ein weiterer Gesichtspunkt der Glukokortikoidwirkung in Bezug auf die 
Adhäsionsprozesse stellt eine Abnahme der Makrophageneinwanderung ins 
Gewebe dar. Entzündungsmediatoren wie Sauerstoffradikale, Proteasen, Zytokine 
und Leukotriene können zelladhäsionsvermittelt in ihrer Bildung ausgebremst 
werden, d.h. es zeigt sich ein anti - inflammatorischer Effekt. Durch den 
hemmenden Effekt von Glukokortikoiden an der Induktion von Zytokinen (z.B. IL-
1, TNF-α, IFN-	   γ) und Endothelzellen wird die Ausbildung von 
Adhäsionsmolekülen reduziert. Die  Expression neutrophiler Adhäsionsmoleküle, 
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wie die Integrin-Untereinheit CD11b, kann somit ohne Weiteres als Marker des 
zellulären Aktivierungsgrades PMNC [159,160] dienen. Der hemmende Effekt von 
Glukokortikoiden auf Adhäsionsmoleküle stellt eine hervorragende Eigenschaft 
dar, welche sich für unser Modellsystem als Positivkontrolle hervorragend eignet 
und nutzen lässt. 
 
4.5.  Dexamethason, Solu-Decortin H und Hydrocortison hemmen in  
 vitro konzentrationsabhängig die Adhäsion von unstimulierten 
  und stimulierten PMNC an Thy-1 und NF: Sicherung der  
 Konzentrationsbereiche und Daten 
Das Modellsystem ist in der Lage, unter Nutzung der Thy-1/Thy-1 - Ligand 
Interaktion eine konzentrationsabhängige, bekannte anti - adhäsive und anti - 
entzündliche Wirkung einer Auswahl an Glukokortikoiden signifikant abzubilden 
(Kapitel 3.4.1., 3.5.1., 3.6.1.). Diese anti - entzündliche Wirkung konnte sowohl an 
unstimulierten als auch an stimulierten (FMLP) PMNC nachgewiesen werden. 
Wurden PMNC Gesunder mit einer jeweils ansteigenden Konzentration 
Glukokortikoid vorinkubiert, zeigte sich eine signifikante, konzentrationsabhängige 
Hemmung der Thy-1 vermittelten Adhäsion von PMNC durch alle drei 
Glukokortikoide.  
Es ist bekannt, dass Dexamethason in vitro [161] als auch in vivo [162] u.a. durch 
Endotoxin stimulierte Spiegel inflammatorischer Zytokine (u.a. TNF-α, IL-6) senkt. 
In einmaligen Dexamethason-Dosierungen zwischen 1,5 und 3mg p.o. konnten 
immunologische Wirkungen an Zytokinen und das Differentialblutbild beobachtet 
werden [84-86]. Eine in vivo Untersuchung bei depressiven Patienten ohne 
inflammatorische Grunderkrankung konnte nach 10 Stunden ebenfalls eine, durch 
p.o. Gabe von 1,5mg Dexamethason, Senkung der Plasmaspiegel von TNF-α und 
sTNF-R p75 zeigen, während der lösliche TNF-Rezeptor p55 unbeeinflusst blieb 
und der Plasmaspiegel von IL-6 kurzfristig supprimiert wurde [84]. Es stellt sich die 
Frage, ob Glukokortikoide ohne immunologische Stimulation (vergleichbar mit 
unstimulierten PMNC) unter physiologischen Bedingungen gleiche Effekte 
nachweisen. Zur Klärung dieser Frage rückten endokrinologische Funktionstests 
in den Fokus. Hier ist durch Gabe bereits kleiner, physiologisch vergleichbarer 
DISKUSSION   
___________________________________________________________________________________ 
77 
Mengen (z.B. durch Stress ausgelöst) Dexamethason der Spiegel 
inflammatorischer Zytokine und ihrer Rezeptoren signifikant gesenkt worden [163]. 
Fibroblasten verfügen über Glukokortikoidrezeptoren [164,165], über diese ein 
anti - inflammatorischer Effekt ausgelöst werden kann. Forschungsarbeiten 
belegen den dosisabhängigen, hemmenden Einfluss von Glukokortikoiden auf 
Fibroblasten und Keratinozyten [166,167]. Studien an Fibroblasten der 
Nasenschleimhaut konnten unsere Ergebnisse untermauern [101]. Dexamethason 
zeigte bei einer Wirkstoffkonzentration von 0,01mg/ml eine Wachstumshemmung 
von 3-38% in fünf von 9 Kulturen. Bei einer Konzentration von 0,2mg/ml 
Dexamethason zeigten mehr als sieben Fibroblastenkulturen signifikante Werte 
mit einer inhibierenden Wirkung von 69%. Im Gegensatz dazu kam es gleichzeitig 
zu einer Stimulation des Zellwachstums in einer Kultur mit 3% über dem 
Leeransatz. Studien an Fibroblasten aus Ganglienzellen konnten ebenfalls einen 
inhibierenden Effekt auf das Fibroblastenwachstum mit 0,02mg/ml Dexamethason 
nachweisen [168]. Es gibt sogar eine Arbeit, welche in einem Schritt eine 
dosisabhängige Fibroblasteninhibition durch Dexamethason beschreibt. In einem 
zweiten Schritt, nach Umsetzen der Zellen in ein wirkstofffreies Medium, konnte 
die dosisabhängige Hemmung an Fibroblasten wieder aufgehoben werden [169]. 
Studien an orbitalen Fibroblasten konnten nach Inkubation mit Dexamethason 
eine dosisabhängige Senkung von IL-1 Ribonukleinsäure nachweisen [165].  
Kolloczek S.M. beschreibt in seiner Dissertation Versuche an Fibroblasten der 
Nasenschleimhaut. Dabei benutzte er Prednisolon-Konzentrationen zwischen 0,01 
und 2mg/ml. Ein erster inhibierender Effekt konnte ab einer Konzentration von 
0,03mg/ml Prednisolon erzielt werden. Prednisolon zeigte bei einer Konzentration 
von 2mg/ml an Fibroblasten der Nasenschleimhaut seine stärkste Inhibition von 
87-99% in allen Kulturansätzen [101]. Signifikante Effekte zeigten sich bei 1 und 
2mg/ml. Methylprednisolon konnte bei der Konzentration von 1mg/ml Wirkstoff in 
allen Kulturen eine Wachstumshemmung von 67 – 99% erzielen. Hier zeigte sich 
eine Standardabweichung von 10%. Ostwald J. et al. beschreiben über 
Fibroblasten aus Nasenpolypen nach Prednisolon-Konzentrationen bis 0,2mg/ml 
den stärksten prozentualen Abfall der Zellzahl in Abhängigkeit von der 
Wirkstoffkonzentration nach 4 Tagen [102]. Studien zur Beurteilung einer 
Zytotoxizität verschiedener Prednisolon- und Levofloxacin-Konzentrationen über 9 
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Tage an 3T3-Fibroblasten zeigten im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle 
signifikante Unterschiede ab Konzentrationen von 12,5µg Prednisolon/l Medium, 
bzw. 1,56mg Levofloxacin/l Medium [170]. Humane Tenozyten zeigten nach 9 
Tagen ab einer Konzentration von 12,5mg Levofloxacin/lMedium signifikante 
Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle. Setzte man Tenozyten einem 
Basismedium mit einer Konzentration von 100µg Prednisolon/l Medium und 
zusätzlich Levofloxacin in 8 verschiedenen Konzentrationen (1,56; 3,125; 6,25; 
12,5; 25; 50; 100 und 200mg/l) über 9 Tage aus, kam es ab 100mg Levofloxacin/l 
zu signifikanten Unterschieden. 3T3-Fibroblasten scheinen empfindlicher auf 
Levofloxacin zu reagieren als die Sehnenzellen. Des Weiteren zeigte sich durch 
die Zugabe von Prednisolon an Sehnenzellen kein Anhalt für eine erhöhte 
Zytotoxizität von Levofloxacin. Eine signifikante, dosisabhängige Hemmung der 
Gesamtzahl vitaler Zellen und Eosinophiler aus Nasenpolypen konnte in anderen 
Studien unsere Ergebnisse für stimulierte PMNC an Fibroblasten bestätigen [171]. 
Hier zeigte sich ein hemmender Effekt von Prednisolon an GM-CSF und IL-5. Die 
Synthese von IL-3 wurde im Gegensatz dazu nicht beeinflusst. Im Hinblick auf die 
Instrumentarien der mikrovaskulären Endothelzelle ist für unsere Ergebnisse der 
hemmende Effekt an GM-CSF wesentlich.  
In Bezug auf unseren nachgewiesenen anti - inflammatorischen Effekt an 
Granulozyten durch Hydrocortison zeigt die Literatur zunehmend hemmende 
Effekte auf die Chemotaxis innerhalb der Konzentrationsbereiche zwischen 5-
12,5µg/ml [86]. Dörfler N. C. arbeitete in seiner Dissertation über den Einfluss der 
endothelialen Glykokalyx auf die intrakoronare Adhäsion von Leukozyten und 
Thrombozyten mit 10µg Hydrocortison/ml Perfusat an no-flow 
Meerschweinchenherzen. Hierbei konnte die protektive Intervention durch 
Glukokortikoid-Gabe bei 10-minütiger Ischämiezeit, anschließender Reperfusion 
und Bolus Gabe von 1ml PMN-Suspension, bzw. 1ml Thrombozyten-Suspension 
aufgezeigt werden [103]. Weitere Studien konnten bei i.v. Applikation von 
Hydrocortison den Plasmaspiegel inflammatorischer Zytokine supprimieren [172]. 
Hydrocortison zeigte seine maximale Inhibition (zwischen 39 – 98%) auf 
Fibroblasten der Nasenschleimhaut bei einer Konzentration von 1mg/ml [101], d.h. 
einer signifikanten Wachstumsinhibition von 77+/-19%. Bei 1,5mg/ml 
Hydrocortison stieg die Fibroblastenproliferation in drei Kulturansätzen wieder an. 
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Es zeigten sich signifikante Werte bei Konzentrationen von 0,1–1,5mg/ml. 
Insgesamt war der hemmende Effekt von 50% an allen Kulturen durch 
Hydrocortison jedoch nicht möglich. Eine weitere Studie bezüglich der 
Glukokortikoideffekte auf Fibroblasten und deren Wachstum zeigte, dass 
Hydrocortison einen geringeren proliferationshemmenden Effekt aufweist als 
halogenierte Glukokortikoide (z.B. Betamethason) [173]. Die Veresterung in den 
Positionen 17 und 21 scheint sich weniger effektiv auf die Fibroblastenproliferation 
auszuwirken als eine Halogenisierung und das Einfügen von Doppelbindungen in 
das Steroidgerüst. 
Ein weiterer Gesichtspunkt ist der Vergleich zwischen stabil Thy-1 transfizierten 
CHO-Zellen und NF. NF zeigten insgesamt eine höhere Adhäsion an PMNC in 
seiner Absolutzahl als stabil Thy-1 transfizierte CHO-Zellen. Unser Ergebnis deckt 
sich mit der bestehenden Literatur. Dem humanen System der Fibroblasten 
stehen eine Menge Adhäsionsmoleküle, Mediatoren und Matrixkomponenten zur 
Verfügung [100].  Da das Thy-1 Molekül als Vertreter der IgSF lediglich einen 
Adhäsionsweg der Adhäsion von PMNC an NF abbildet, kommt es zu einer 
höheren Adhäsion PMNC an NF.  
 
4.6.  Pathogenetische Überlegungen und Ausblick 
Das humane Thy-1, ein Vertreter der IgSF, stellt ein wesentliches 
Adhäsionsmolekül bei Inflammation, Tumorgeschehen und Hautläsionen dar [48]. 
Es trägt eine entscheidende Rolle bei der Kontrolle des Zellwachstums von 
Fibroblasten durch Proliferationsunterdrückung und Förderung von 
Differenzierung und Apoptose über eine β3Integrin-Funktionsmodulation [174]. 
Über das Leukozytenintegrin MAC-1 (CD11b/CD18) ermöglicht Thy-1 die 
Adhäsion neutrophiler Granulozyten und Monozyten [25,82]. Es stellt einen 
Aktivitätsmarker für PMNC dar.  
Unser Modellsystem ist in der Lage, unter Nutzung der Thy-1/Thy-1 - Ligand 
Interaktion mit MAC-1 eine Zell-Zell-Adhäsion abzubilden und signifikant anti - 
inflammatorische Substanzen auf ihre anti - adhäsive Wirkweise an PMNC und NF 
zu testen. Die Auswahl an Glukokortikoiden konnte eine signifikante, 
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konzentrationsabhängige und adhäsionshemmende Wirkung an PMNC und NF 
aufzeigen. FMLP konnte erfolgreich die Adhäsion an PMNC und NF erhöhen und 
somit als Schlüsselfaktor der Neutrophilenaktivierung und –migration fungieren.  
Das Modellsystem bietet die Aussicht auf ein reproduzierbares, signifikantes 
Monitoring zur Testung der Effektivität neuer, anti - inflammatorischer 
Therapiemöglichkeiten für entzündliche Erkrankungen wie z.B. die Psoriasis. Da 
sich bei einer Reduktion der Thy-1 vermittelten Adhäsion eine umgekehrt 
proportionale Klinik zeigt (PASI-Reduktion) [60,83,129], können Therapieversager 
frühzeitig erkannt und neue Therapieansätze angestrebt werden. Bevor man 
dieses Modellsystem in der Pharmaindustrie nutzen kann, sind weiterführende 
Testversuche an EC nötig. Sind unsere Ergebnisse auf EC übertragbar, ist dieses 
einfache in vitro System in der Lage, einen Schritt der Neutrophilenaktivierung und 
–migration abzubilden. Es bietet das Potential unbekannte inflammatorische 
Substanzen vorzuscreenen. Tierexperimente könnten begrenzt werden. 
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Die Inflammation bildet ein komplexes Zusammenspiel aus Bindegewebe, 
Blutgefäßen und dem Immunsystem. Durch die Auslösung lokaler 
Strukturschäden im Organismus Mensch kommt es zu protektiven Mechanismen 
wie Verdünnung, Isolierung, Eliminierung und Reparatur dieser Schädigung. Für 
diese Aufgaben stehen u.a. immunpathologische Mechanismen zur Verfügung. 
Über Mediatorstoffe und Komponenten der EZM oder über direkte Zell-Zell-
Kontakte durch Adhäsionsprozesse sind u.a. PMNC und FB in der Lage, an einer 
Entzündungsreaktion und seiner Immunantwort teilzunehmen. Die Extravasation 
von neutrophilen Granulozyten aus dem Blutkreislauf in das Entzündungsgebiet 
kann über die von Endothelzellen exprimierten Liganden ICAM-1,  iC3b und Thy-1 
erfolgen [25,81]. Endothelzellen spielen daher eine zentrale Rolle bei 
Immunreaktionen und Entzündungsprozessen. Vorausgehende Arbeiten konnten 
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eine verstärkte Thy-1 Adhäsion auf aktivierten mikrovaskulären Endothelzellen 
beobachten [40]. Das humane Thy-1 vermittelt als Adhäsionsmolekül auf 
aktivierten EC die Bindung von Entzündungszellen an das Endothel über eine 
Interaktion mit MAC-1 (CD11b/CD18). Somit ist Thy-1 auf aktivierten 
Endothelzellen als Aktivitätsmarker für PMNC anzusehen. Weitere Arbeiten 
zeigten an Psoriasis-Patienten über Thy-1/Thy-1 - Ligand Interaktionen die 
Korrelation einer abnehmenden Adhäsion an Thy-1 mit dem PASI [83]. Nun stellt 
sich die Aufgabe, diese Zell-Zell-Adhäsion zu nutzen, um Rückschlüsse auf die 
Thy-1-vermittelte Adhäsion zu ziehen. 
Die Überprüfung der Thy-1 vermittelten Adhäsion erfolgte unter Verwendung 
bekannter anti - inflammatorischer Substanzen bezüglich ihrer anti - adhäsiven 
und anti - entzündlichen Effekte. In einem ersten Schritt wurden stabil Thy-1 
transfizierte CHO-Zellen, Kontrollzellen und humane dermale Fibroblasten 
generiert.  Zur Darstellung einer Thy-1 spezifischen Adhäsion von neutrophilen 
Granulozyten Gesunder wurde die Adhäsion an vector-transfizierten CHO-
Kontrollzellen subtrahiert. Nach gesicherter Expressionstestung des 
Adhäsionsmoleküls Thy-1 mittels Durchflusszytometrie [62] wurden PMNC an 
Thy-1 transfizierten CHO-Zellen, dermalen Fibroblasten und vector-transfizierten 
CHO-Zellen (Kontrollwert) inkubiert. Zur Darstellung der Thy-1 spezifischen 
Adhäsion wurden die CHO.vec von der jeweiligen Adhäsion an dermalen 
Fibroblasten und CHO.Thy1 Zellen subtrahiert. Zur Induktion einer 
Neutrophilenaktivierung wurde der Schlüsselfaktor FMLP genutzt. FMLP zeigte 
hierbei keinen negativen Effekt auf die Vitalität PMNC und Wirkweise der 
Glukokortikoide. Es konnte gezeigt werden, dass FMLP die Thy-1 vermittelte 
Adhäsion von 51,83±14,34 auf 76,41±19,42 signifikant erhöht [*p<0,050]. Zur 
Testung der Funktionalität des Modells wurden die bekannten, anti - 
inflammatorischen Substanzen Dexamethason-Fortecortin Inject, Solu-Decortin H 
und Hydrocortison genutzt. Es konnte reproduzierbar und signifikant bei allen 
Glukokortikoiden eine konzentrationsabhängige Hemmung der Adhäsion von 
PMNC und NF an Thy-1 nachgewiesen werden. Dexamethason zeigte ab einer 
Konzentration von 0,25mg/ml einen signifikanten Adhäsionsabfall durch 
Dexamethason [*p<0,050]. Nach Hemmung PMNC durch 0,5mg/ml 
Dexamethason zeigte sich jeweils ein signifikanter Adhäsionsabfall von 
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43,90±11,07 auf 9,93±2,90 ohne, bzw. ein signifikanter Adhäsionsabfall von 
76,93±21,14 auf 22,49±6,47 nach Stimulation mit FMLP. An NF konnte nach 
Inkubation mit 0,5mg/ml Dexamethason ebenfalls ein adhäsionshemmender 
Effekt von 70,42±8,95 auf 27,13±4,66, und nach Stimulation von 127,37±18,41 auf 
52,29±6,46 gezeigt werden. Solu-Decortin H zeigte eine signifikante [*p<0,050], 
adhäsionshemmende Wirkung ab einer Konzentration von 40µg/ml. Die 
Hemmung PMNC durch 80µg/ml Solu-Decortin H bewirkte eine 
Adhäsionshemmung von 58,83±8,33 auf 26,56±4,96, bzw. im stimulierten Ansatz 
von 104,17±18,59 auf 56,72±14,73. Der hemmende Effekt an NF zeigte ebenfalls 
signifikante Werte von 102,06±14,60 auf 50,28±7,67, bzw. nach Stimulation von 
184,56±31,28 auf 107,83±29,81. Hydrocortison zeigte ab 3µg/ml signifikante 
adhäsionshemmende Effekte. Inkubiert man PMNC mit 7µg/ml Hydrocortison, 
zeigte sich ebenfalls ein anti - inflammatorischer Effekt (unstimuliert von 
57,44±6,88 auf 19,93±1,83, stimuliert von 91,03±21,11 auf 28,21±3,53). Auch NF 
zeigten im unstimulierten Zustand eine Adhäsionshemmung von 77,81±14,66 auf 
37,50±1,99. Im stimulierten Zustand kam es durch den Einfluss von Hydrocortison 
zu einem hemmenden Adhäsionseffekt von 131,42±17,60 auf 55,14±5,24.  
Somit ist das experimentelle System in der Lage, die anti - inflammatorische 
Wirkung von Pharmaka in einem HTS-Ansatz abzubilden. Unsere Testergebnisse 
konnten erfolgreich eine Adhäsion PMNC an stabil Thy-1 transfizierten CHO-
Zellen abbilden, welche als einziges humanes Antigen Thy-1 präsentieren. Durch 
übertragbare Effekte an humanen dermalen Fibroblasten ist ein weiterer Nachweis 
für ein physiologischeres System bezüglich einer erfolgreichen Evaluierung 
erbracht. Kann man unsere anti - inflammatorischen Effekte und Wirkungen an 
Endothelzellen abbilden und übertragen, bietet unser Modellsystem ganz neue 
Möglichkeiten. Anti - inflammatorische Therapiekonzepte können bezüglich einer 
Adhäsionshemmung von neutrophilen Granulozyten an aktivierten Endothelzellen 
vorgescreent werden. Thy-1 als Aktivitätsmarker PMNC auf aktivierten 
Endothelzellen bietet die Möglichkeit über seine Thy-1/Thy-1 - Ligand 
Interaktionen Rückschlüsse auf das klinische Erscheinungsbild zu ziehen 
(PASI)[83]. Ein entscheidender Einblick in Verlauf und Dauer einer 
Entzündungsreaktion ist möglich. Therapieversager können frühzeitig 
herausgefiltert werden, um möglichst zeitnah neue und effiziente 
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Therapiekonzepte anzubieten. Aufwendige Tierexperimente könnten minimiert 
werden. 
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